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OZET

DOGU ANADOLU BOLGESINDE HEMOLITiK ANEMIiLi COCUKLARDA
GLUKOZ 6 FOSFAT DEHIiDROGENAZ GENINDEKiIi MUTASYONLARIN
MIKROARRAY SIiSTEMI iLE TESBITI

Calismamizin amaci, yeni dogan hemolitik anemi teshisi konmus hastalarda
glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzim genindeki belirli ve yaygin 4 mutasyonu
taramak ve bdlgemizdeki dagilimini incelemektir.

Bu amagla, yeni dogan ile 7 yas arasinda degisen, dogumda sarilik goriilen,
hemolitik anemi teshisi konulan ve G6PD enzim aktiviteleri 4.00 U/grHb nin altinda
olan (21 kiz, 39 erkek) 60 olgu mikroarray yontemi ile mutasyon analizine alinmustir.

Calismamizda Mediterranean, Seattle, San Antioco ve Union olmak {iizere 4
G6PD mutasyon tipi taranmigtir. Olgulardan periferik kan alinarak DNA izole edilmis,
incelenecek bolgeler PCR ile ¢ogaltilmis ve mikroarray teknolojiyle SNP (Single
Nucleotide Polymorphism-Tek Niikleotid Degisimi) analizi yapilmstir.

Yapilan analizler sonucunda, G6PD geninde 60 olgunun 4’tinde (%6.66) G6PD
Mediterranean (563 C—T) mutasyonu tespit ettik. Buldugumuz bu mutasyonlardan 2’si
heterozigot, 2’si de hemizigot Mediterranean mutasyonlaridir. Buldugumuz
mutasyonlarin tamami (%100) Mediterranean mutasyonudur. Diger 3 mutasyon tipine

bolgemizde rastlanmamastir.



SUMMARY

DETERMINATION of GLUCOSE 6 PHOSPHATE DEHYDROGENASE (G6PD)
GENE MUTATIONS by MICROARRAY SYSTEM in CHILDREN with

HEMOLYTIC ANEMIA in EAST ANATOLIA REGION.

The aim of this study is to investigate the four mutations of the gene of G6PD
(Glucose 6 phosphate dehydrogenase) in newborn patients with hemolytic anemia and
to examine the mutation prevalance in the region.

The study is involved in 60 subject (21 girls, 39 boys) whose ages were between
newborn and 7 years old. The mutations studied by microarray techniques in subjects
covered the G6PD enzyme activity under 4.00 U/grHb.

In the present study, 4 G6PD mutation types named as Mediterranean, Seattle,
San Antioco and Union were scanned. Peripheral blood was taken and DNA was
isolated. The PCR was performed for the given mutations, and Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) analysis were made by microarray technology.

As the result of the analysis, we established Mediterranean (563 C—T)
mutations in 4 (6.66%) of 60 subject in G6PD gene. As a conclusion all (100%) the
mutations found in this study were Mediterranean type. The other 3 mutations were not

present in our series.



1. GIRIS VE AMAC

Eritrositlerin 120 giin olan normal yasam siirelerini tamamlamadan yikilmasi
hemoliz olarak tanimlanir ve hemolize bagli fonksiyon eksikliginden dolay1 da
hemolitik anemi gelisir.

Eritrositler organizmanin yasami i¢in Organizmanin ihtiyaci olan O, temini,
CO,’nin uzaklastirilmasi, kan pH'sinin ayarlanmasi gibi oldukca hayati islevlerde rol
alirlar. Tasidigi ytiksek derisimdeki O,’ne bagl reaksiyonlar sirasinda siiperoksit

radikali ve hidrojen peroksit gibi oksidatif hasara yol acan metabolitler olusur. Olusan
bu reaktif tiirevler hiicre i¢in oldukg¢a zararlidir. Baz1 ilaglar, bakla ve enfeksiyon gibi
oksidatif ajanlara kars1 korunmada eritrositler rediikte glutatyonlardan (GSH) yararlanir.
GSH yolunun ko-faktérii olan NADPH (Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat)
Pentoz Fosfat Yolundan (PFY) temin edilir. Glukoz-6 -fosfat dehidrogenaz (G6PD)
enzimi PFY'nun birinci basamaginda bulunan kilit enzimdir. Bu enzimdeki herhangi bir
fonksiyon kayb1 NADPH olusumunun durmasina neden olarak eritrositleri oksidatif
hasarlara karsi savunmasiz birakir'”.

G6PD enzim eksikliginde 6zellikle yeni doganda sarilik ve belirli ilaglara karsi
hassasiyet artarken, bakla ve enfeksiyonlar hemolitik anemiyi provake etmektedir®° .

G6PD enzim eksikliginde yeni doganda, dogumdan sonraki ilk giinlerde
karaciger fonksiyonlarindaki yetersizlik ve enzim eksikligi nedeniyle biliriibinin yeteri
kadar hizli metabolize edilemez ve yeni dogan sarihig1 ortaya gikar' 2.

Diinyadaki en yaygin enzimopatilerden biri olma ozelligini gdsteren G6PD

enzim eksikligi, 400 milyon kisinin tasidigi tahmin edilen, kalitsal bir hastaliktir.



Enzimin, degisik oOzellikler gdsteren 400°{in iizerinde varyanti ve yaklasik 150
mutasyonu tespit edilmistir'>'°.

Tanimlanan 400 varyanttan Diinya’da ve Tirkiye’de daha c¢ok Akdeniz
yoresinde en sik gorillen tipi G6PD Mediterranean’dir (G6PD  Akdeniz)' ™.
Calismamizda Diinya’da oOzellikle Avrupa kitasinda en sik goriilen 4 mutasyon
taranmistir. Bu yontemi kullanma amacimiz G6PD genindeki bu mutasyonlari
mikroarray teknolojisiyle yiiksek giivenilirlikle molekiiler diizeyde incelemek ve
mutasyonlarin  bdlgemizdeki insidansmi ortaya koymaktir. Oncellikle yeni dogan

doneminde goriilen ve sebebi belirlenemeyen hemolitik anemi olgularinin etyolojisini

arastirmak ve var ise G6PD mutasyonlarini tanimlamak amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Anemi

Anemi, hemoglobinin yas ve cinse gore normal kabul edilen degerlerin altinda
olmasidir. Anemi bagli basina bir hastalik grubunu olusturdugu gibi diger bir ¢ok
hastaligin klinik belirtilerinden birini de olusturabilir. Gelismekte olan tilkelerde
goriiniiste saglikli olan bireylerin bircogu anemiktir. Hatta gelismis lilkelerde dahi,
hastaneye gelen hastalarin ii¢te birine yakin kism1 anemiktir.

Eritrositlerin ve hemoglobinin asil fonksiyonu, akcigerlerden dokulara oksijen
transportudur. Anemide, kanin oksijen tasima kapasitesi azaldigindan, dokulara
gerekli oksijen miktar1 da azalarak doku hipoksisi gelisir. Hipoksi sonucu, dokularin
fonksiyonlar1 bozulur; bundan dolay1 aneminin belirtileri pek ¢ok sistemde ortaya
cikar. Ozellikle adele, kardiyovaskiiler sistem ve santral sinir sistemi belirtileri daha
sik rastlanan bulgulardir.

Anemik hastalarda belirti ve bulgular, aneminin kendisine ve anemiye sebep
olan bozukluklara baghdir.

Semptomlar; aneminin agirligina, tipine ve anemi nedeni olan bozukluklara
gore kisiden kisiye farklidir. Siklikla altta yatan nedene ait belirti ve bulgular1 daha
hafif veya orta derecede olmakla beraber, anemi semptomlar1 esas klinik tabloya
hakimdir. Cabuk yorulma, halsizlik ve genel adale giigsiizliigii aneminin en g¢ok
goriilen ve en erken semptomlaridir.

Solukluk, en sik goriilen karakteristik bulgudur. Deri, tirnak yataklari, miikoz
membranlar ve konjunktivada goriilebilir. Pernisiy6z anemide cilt, limon sarisi

renginde olabilir.



Egzersiz dispnesi (nefes darligi) ve ¢arpinti en sik rastlanan semptomlardir.
Hastalarin ¢ogunda dispne eksersiz veya emosyonla ortaya ¢iktigr halde aneminin
agir oldugu (Hemoglobin; 3 g/dl veya daha az) hallerde ve kalp yetmezligi olanlarda
istirahat halinde de dispne vardir. Anemik hastalarda, kalpte iifiirim (murmur) he-
men her zaman vardir ve aneminin agirligi ile siddeti ve goriilme siklig1 artar.

Anemiler i¢in farkli smiflandirmalar yapilmistir. En yaygin kullanilan
siniflandirmalar fizyolojik simiflandirma ve eritrosit boyutlarina goére yapilan
siniflandirmadir. Tablo 1’de eritrosit hacimleri esas alinarak yapilan simiflandirma

verilmistir®.



Tablo 1: Eritrosit hacimlerine gére yapilan anemilerin simniflandiriimasi®.

A. Mikrositik anemiler
a. Demir eksikligi anemisi
b. Kronik kursun zehirlenmesi
c. Talasemik sendromlar
d. Sideroblastik anemiler
e. Kronik enflamasyon

f. Unstable hemoglobinopati’ler

B. Makrositik anemiler

1. Megaloblastik kemik iligi ile birlikte
a. Vitamin B12 eksikligine bagli anemiler

b. Folik asit eksikligine bagli anemiler

c. Herediter orotik asidiiri

d. B1 vitaminine cevap veren megaloblastik anemi
2. Megaloblastik degisiklik olmaksizin

a. Aplastik anemi

b. Diamond-Blackfan sendromu

c. Hipotiroidizm

d. Karaciger hastaligi

e. Kemik iligi infiltrasyonu

f. Diseritropoetik anemi

C. Normositik anemiler

1. Konjenital hemolitik anemiler
a. Hemoglobinopati’ler

b. Enzim defektleri
¢. Membran defektleri

2. Akkiz hemolitik anemiler

a. Antikora bagli anemiler
b. Mikroanjiopatik hemolitik anemiler
c. Enfeksiyona bagli anemiler

3. Akut kan kaybi

4. Splenik gollenme

5. Kronik renal hastahk



2.2. Hemolitik Anemiler

Hemoliz; eritrositlerin normal yasam siirelerini tamamlamadan yikilmasina
denir. Hemolitik anemilerde normal kosullarda 120 giin olan eritrositlerin yasam stiresi
kisalmistir. Hemolitik anemiler eritrositlerin normal yasam siirelerinin eritrosit disi
sebeplere veya eritrositlerin kendilerine ait yapisal bozukluklara bagli olarak
kisalmasindan kaynaklanir. Eritrositlerin erken yikiminda, kemik iligi eritrosit yapimini
arttirarak cevap verir ve gerektiginde eritrosit yapimi hizla artabilir.

Hemolitik olaylar, eritrositlerin travma ve eksternal toksinlerin etkileri gibi
sebeplerle intravaskiiler hemolizle dolasimda ve immiinglobulin baglanmis eritrositlerin
dalak ve karaciger makrofaj reseptorlerine baglanmasiyla veya deforme eritrositlerin
ekstravaskiiler hemolizle dalak ve karacigerde parcalanmasiyla gergeklesmektedir.

Hemolitik anemiler bir¢ok sekilde simiflandirilabilir. Klinik ve laboratuar
bulgularinin ortaya ¢ikis siirecine gore akut ve kronik olarak smiflandirilabilir. Ancak,
kronik anemilerde akut alevlenmeler olabilecegi icin bu smiflandirma yetersizdir.
Hemolitik anemilerin konjenital (dogumsal) ve edinsel olarak simiflandirilmasi
klinisyenin isini biiylilk oranda kolaylastirir. Yaygin olarak kullanilan hemolitik

anemilerin etyolojik ve patogenetik siniflamasi Tablo 2’de verilmistir®'.



Tablo 2: Hemolitik anemilerin etyolojik ve patogenetik siniflamasi®'.

1. Kongenital Hemolitik Anemiler

A. Eritrosit membran defektleri
1. Herediter sferositoz
2. Herediter eliptositoz

3. Herediter stomatositoz

B. Eritrosit glikolitik enzimlerinin Eksikligi
(Embden-Meyerhof yolu)
1. Piruvat kinaz eksikligi

2. Hegzokinaz eksikligi

C. Eritrosit niikleotid metabolizma bozukluklar:

1. Pirimidin 5’-niikleotidaz eksikligi

D. Pentoz fosfat yolu ve glutatyon
metabolizmasi enzim eksiklikleri
1. Glukoz 6-Fosfat Dehidrojenaz

2. Glutamin-sistein sentetaz

E. Globin yapis1 ve sentezindeki defektler
1. Orak hiicreli anemi
2. Diger hemoglobinopatiler
3. Talasemialar

4. Hemoglobin S hastalig1

I1. Edinilmis Hemolitik Anemiler

A. Immunohemolitik anemiler
1. Uyumsuz kan transfiizyonu
2. Yeni doganin hemolitik hastalig1

3. Otoimmun hemolitik anemiler

B. Travmatik veya mikroanjiopatik
hemolitik anemiler
1. Kardiyak hastaliklar
2. Hemolitik iiremik sendrom

3. Greft rejeksiyonu,
C. Infeksiy6z ajanlar
1. Protozoa

2. Bakteri

D. Kimyasal maddeler ve ilaglar

1. Oksidan ilaglar ve kimyasal maddeler

2. Non-oksidan ilaglar ve kimyasal

maddeler

E. Fizik ajanlar (1s1)
F. Hipofosfatemi
G. Karaciger hastalig1 (spur cell anemi)

H.Yeni dogan E vitamini eksikligi



Yeni doganda Hemolitik Anemilerin Ayirici Tanisi

Hemoliz nedeni ile gelisen anemiler yeni dogan doneminde sik goriiliir ve bir
cok nedene baghdir. Genel olarak hemoliz dogumdan sonraki 1. haftada sariligin nedeni
aragtirilirken saptanir. Yeni doganlarda hemolitik hastaligin tanis1 giictiir ve tanisal
testlerin kullanim1 sinirhdir.

Yeni doganlarda hemolitik hastaligin bir cok belirtisi vardir'?. Bunlar:
1. Eritrositlerin retikiiloendotelyal sistemde yikilmasi ile bilirubin agiga ¢ikar ve kanda
indirekt bilirubin ve total bilirubin miktar: artar.
2. 11k 24 saatte ortaya ¢ikan sarilik hemolitik anemiyi diisiindiiriir.
3. Indirekt bilirubinde artis goriilen yeni doganlar hemolitik anemi agisindan
degerlendirilmelidir.
4. Kanama olmamasina ragmen hemoglobin konsantrasyonunda hizli diisiis goriiliir.
5. Hemoglobin konsantrasyonundan bagimsiz artmis eritrosit iiretimi (retikiilositoz).
6. Eritrosit morfoloji degisiklikleri gortiliir.

7. Hemoglobiniiri ve yilikselmis karboksihemoglobin diizeyi vardir.

Hemolitik Anemilerde Laboratuar Bulgular
Hemolitik anemideki laboratuar testleri kendi igerisinde {i¢ gruba ayrilabilir:
1. Eritrosit yikimindaki artisla ilgili olanlar,
e Eritrosit yasam siiresi kisalir.
e Hem katabolizmasi (Hiperbilirubinemi) vardir.
¢ Hemoglobinemi, hemoglobiniiri goriiliir.
e Laktat dehidrojenaz (LDH) serumda artar.

e Haptoglobin azalir.



2. Eritrosit yapimindaki artigla ilgili olanlar
e Kemik iligi hiperplazisi
e Retikiilozis
e Demir turn-over’inin artisi
3. Ayirici tanida yararli olabilen testler.
e Coomb’s testi (antiglobulin test)

e Indirekt coomb’s testi

2.3. Eritrositte Enerji

Eritrositlerin temel gorevi akcigerlerden dokulara oksijen ve dokulardan
akcigerlere karbondioksit tagimaktir. Bu islev hemoglobindeki demirin iki degerli halde
olmasi, hiicre i¢i elektrolit diizeyinin dengede tutulmasi ve hiicrenin bikonkav bi¢iminin
korunmasiyla gergeklestirilir. Eritrositlerin bu iglevi yerine getirmesi ic¢in enerjiye
gereksinimi  vardir. Enerjinin  kullannmi  ¢ok sayida enzimle gergeklestirilir.
Eritrositlerdeki enzimler kemik iligindeki c¢ekirdekli hiicrelerde ve az miktarda
retikiilositlerde olusturulur. Eritrositler dolagima salinmadan 1-2 giin 6nce ¢ekirdegini
kaybeder ve artik yeni enzim sentezi gergeklestirilemez. Eritrositlerin tek enerji kaynagi
insiilinden bagimsiz taginan glukozdur.

Eritrositlerin baslica metabolik yakiti glukozdur. Glukoz, eritrositlerde glikoliz

yolunda laktata kadar metabolize edilir veya pentoz fosfat yolunda okside edilir.

Enerji kaynagi olarak giinliik alinan glukozun biiyiik bir kismini kullanan beyin
ile mitokondrileri olmadigi i¢in glukozdan baska enerji kaynagi kullanma sansi olmayan

eritrositler i¢in karbonhidratlarin 6nemi daha fazladir.
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Karbonhidrat metabolizmasi, temelde birka¢ enzimatik reaksiyon dizisinden
ibarettir. Bu reaksiyon dizilerinin tamami glukoza ydneliktir. Glukozun bu yollar
isletebilmesi i¢in hiicre i¢ine transportundan hemen sonra glikofosfatlara (Aktif glukoz,
glukoz 6-fosfat) ¢evrilmesi gerekir. Glikoliz hiicrenin sitoplazmasinda alti karbonlu
glukozun, on basamakta iki molekiil ii¢ karbonlu piruvata yikilmasi olayidir. Anaerobik
kosullarda piruvattan laktat olusur. Glikolize ugrayan her glukoz molekiilii i¢in net 2

molekiill ATP olusmaktadir. Laktat olusumundan sonra O, varliginda aerobik glikoliz

yolu isler ve mitekondrideki sitrik asit dongiisiiyle net 38 ATP enerji elde edilir.
Anaerobik glikoliz, oksijenin hi¢ olmadig1 veya yeterli olmamasi durumlarinda

isleyen bir yoldur. Eritrositler, O,’i tasirlar, fakat metabolizmalarinda kullanamazlar.

Glukozdan enerji elde edilmesi ve kullamimi igin gerekli enzimler, niikleus ve
mitokondri olmadig1 i¢in dolasimdaki eritrositlerde yeniden sentezlenemezler ve 120
giin icinde yavas yavas yikilirlar. Glukozun glikoliz yolunda yikilimi sirasinda piruvat
olusur. Ancak eritrositlerde mitokondrial sistemler bulunmadigindan piruvat, sitrat
dongiisiinde metabolize edilemez, laktik aside doniisiir. Eritrositlerde glukozun glikoliz
yolunda laktata yikilmasi sirasinda 2 ATP tiiketilmekte ve 4 ATP olusmaktadir ki
boylece net kazang 2 ATP olmaktadir. Glikolizle olusan ATP, ATPaz’larin iyon

pompalama islevleri i¢in kullanilir. Eritrosit hiicresinin temel gorevi dokulara O,
birakarak CO, almaktir. O,’in eritrositlere baglanmasi, transportu ve birakilmasi,

metabolik olarak enerji harcanmasini gerektirmez.

Eritrositlerdeki anaerobik glikolitik yol, ayn1 zamanda NADH saglar. Glikolizde
gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz tarafindan olusturulan NADH, methemoglobindeki
Fe™ ’iin methemoglobin rediiktaz tarafindan Fe™ sekline indirgenmesinde kullamlir.

Methemoglobin hemoglobinin oksijene baglanmast ve saliverilmesi sirasinda
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hemoglobin yapisindaki 2 degerlikli demirin 3 degerlikli demire yiikseltgenmesiyle

olusur.

2.4. Pentoz Fosfat Yolu

Pentoz fosfat yolu alyuvarlar ve beyin doku hiicreleri gibi bazi hiicrelerin temel
enerji kaynagi olan glukozun oksidasyonu i¢in basvurulan glikolize alternatif bir
oksidatif yoldur. Eritrosit i¢ine giren glukozun %901 glikolitik yolla okside olurken,
%10’luk bir kismi ise pentoz fosfat yolu ile metabolize edilir®.

Pentoz fosfat yolunda indirgeyici biyosentez reaksiyonlar1 i¢in gerekli
NADPH’lar iiretilmektedir. Olgun eritrositlerin biyosentez yetene§inin olmamasi
nedeniyle pentoz fosfat yolunun eritrositler i¢in dnemi indirgenmis glutatyon (GSH)
diizeylerini dengede tutabilmek icin gerekli NADPH’larin elde edilmesidir. GSH’1n
gorevi ekzojen ve endojen kaynakli peroksit ve diger reaktif oksijen tiirlerine karsi
eritrositleri korumaktadir.

Heksoz monofosfat yolu da denen bu yolun temel gorevi, eritrositlerin savunma
sisteminde kullanilan NADPH’1n iiretilmesidir. Uretilen NADPH'lar genel olarak;
Indirgenmis glutatyon, steroidler, baz1 amino asitler, yag asitlerinin sentezi ve DNA
sentezi icin riboniikleotidlerin  deoksiriboniikleotidlere doniismesi gibi  bir¢ok
reaksiyonda kullamlirlar.>'**,

Pentoz fosfat yolu, glukoz 6-fosfatin 1 nolu karbonunun dehidrogenasyonuyla
baslar. Bu reaksiyon glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi tarafindan katalizlenir.
Reaksiyonun {iriinii 6-fosfoglukono-8-laktondur. Bir sonraki basamak 6-fosfoglukono
0 -laktonun laktonaz enzimi katalizorliigiinde 6-fosfoglukonata  hidrolizidir. 6

karbonlu  seker daha sonra  oksidatif dekarboksilasyonla ribuloz 5-fosfata dontisiir.
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Olusan bu 5 karbonlu seker ve tiirevleri ATP, CoA, NAD", FAD, RNA ve DNA gibi
hiicre i¢in hayati 6neme sahip biyomolekiillerin yapisina girerler. Bu reaksiyonda
koenzimi NADP" olan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimi gorev alir. Pentoz fosfat
yolu reaksiyonlar1 sonucu bir glukoz molekiilii bagina iki NADPH ve bir riboz 5-fosfat
meydana gelmektedir. Pentoz fosfat yolunda oksidatif reaksiyonla glukoz 6-fosfat riboz
5- fosfata oksitlenirken toplam 2 NADPH iiretilir™*.

Bu olayin toplam reaksiyonu;

“Glukoz 6 fosfat + 2NADP ——> Riboz 5-fosfat + 2NADPH + 2H + CO,”dir.

Pentoz fosfat yolunda oksidatif ve non-oksidatif faz olarak iki yol islemektedir.
Oksidatif fazda son firiin olarak riboz 5 fosfat iiretilir, cogu dokuda yol burada
noktalanir ve olusan riboz 5-fosfat, niikleotid sentezine yonlenir. Eritrositlerde oldugu
gibi primer ihtiyact NADPH olan dokularda ise Nonoksidatif fazda riboz 5-fosfattan
onceki ara iirlin olan riboloz 5-fosfat transaldolaz ve transketolaz enzimleriyle tekrar

Glukoz 6-fosfata katalizlenir (Sekil 1)*.
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Nonoxidative Oxidative
phase phase

I | |
Glucose 6-phosphate

| NADP*
CNADPH
transketolase,

transaldolase 6-Phosphogluconate

NADP?
COy < : NADPH

Ribulose 5-phosphate

Ribose 5-phosphate

Nucleotides, coenzymes,
DNA, RNA

Sekil 1: Pentoz fosfat yolu®™

2.5. Glutatyon Yolu

Glutatyon (GSH) hemoglobin ve diger eritrosit proteinlerini oksidatif hasardan
koruyan bir tripeptiddir. Metabolik yol glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan NADP ‘nin
reversible oksidasyon ve rediiksiyonu aracilifi ile pentoz fosfat yoluna baglanir.
Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksidin (H,0,) suya (H,O) doniisiimiinii katalizler
(Sekil 2)>7.

Glutatyonun eritrositlerde devamli olarak sentezlenmesi gerekir. Bu sentezde
glutamil sistein sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimleri gorev alir. Glutamil sistein

sentetaz, glutamik asit ve sisteinden dipeptid olustururken, glutatyon sentetaz dipeptide
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glisin baglanarak glutatyon olusumunu kataliz eder. Her iki reaksiyon i¢in ATP gerekir
(Sekil 2)%%°.
Oksidatif ajanlardan (enfeksiyonlar, bazi ilaglar, bakla) kaynaklanan Hidrojen

peroksit (H,0,), stiperoksit anyonu (O,’) ve serbest hidroksil radikalleri (OH') hiicre
i¢in son derece toksiktir. GSH, H,0O, ve organik peroksitlerle reaksiyona girerek

zehirsizlestirme (detoksifikasyon) islemlerinde gorev yapar.
Hemoglobine oksijen baglanmasi sirasinda da giiclii bir oksidan olan siiperoksit

anyonu (O,) olusur. Son derece toksik olan siiperoksit anyonu, stiperoksit dismutaz

(SOD) etkisiyle hidrojen perokside (H,O,) doniisiir.

0,
Mitochondrial respiration, ionizing
radiation, sulfa drugs, herbicides,
) antimalarials, divicine
Superoxide -( -

radical

2H+\ft’-_

_'_[ll tathione peroxidase
Hydrogen ¢y o - > 9H,0
peroxide /
N
H e~ \
H,0 2GSH GSSG

I
]
!

Hydroxyl ‘OH Ky

olutathione

reductase

free radical e
i -

Oxidative damage to NADP* NADFH + H*
lipids, proteing, DNA
Glucose » 6-Phospho-
6-phosphate '~'|' B I glucono-é-lactone
6-phosphate
|j||'h_‘._'|jJ|'|:_'_l|'||-,'|\'|'
(G6PD)

Sekil 2: Glutatyon yolu®™



Hidrojen peroksidin ve diger peroksitlerin glutatyon peroksidaz etkisiyle etkisiz
hale getirilmesi sirasinda GSH yiikseltgenir ve ylikseltgenmis glutatyon (GSSG) haline
dontisiir (Sekil 3). Yiikseltgenmis glutatyonun glutatyon rediiktaz vasitasiyla

indirgenerek yeniden kullamlabilir hale déniismesi icin NADPH gerekmektedir’>>2"2’ .

Ayrica eritrositlerde hemoglobin yapisindaki demirin indirgenmis halde (Fe™)
tutulmasinda glutatyonun rolii bulunmaktadir. Fonksiyonel olmayan methemoglobinin
yapisindaki  yiikseltgenmis demirin  (Fe™) indirgenmesi sirasinda  glutatyon

tikketilmektedir. Bu nedenle eritrositlerin indirgenmis glutatyona olan gereksinimleri

oldukca fazladir (Sekil 3)*.

Sekil 3: Pentoz fosfat yolu, Glutatyon yolu ve hemoliz
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G6PD eksikligi olan hiicrelerde oksidatif ajanlarin (enfeksiyonlar, bazi ilaglar,
bakla) neden oldugu hemoliz genel olarak 2 yolla gerceklesir

1-Heinz cisimciklerinin olusumuyla beraberdir. Oksidan ajanlara mazur kalan
eritrositlerde G6PD eksikligide hidrojen peroksit ve serbest radikal artis1 ile GSH okside
olmaktadir. Okside glutatyon (GSSG) ve hemoglobinde mevcut siilfidril (SH)
gruplariyla olusan siilfidril mixleri hemoglobinde konformasyonel degisim meydana
getirerek irreversible denatiirasyon ve Heinz cisimciklerinin presipitasyonuna neden
olmaktadir. Heinz cisimcikleri eritrositin yassilasmigs bdlgesinde membranin i¢
tarafindaki proteinlere baglanarak goriiniir bir sekilde sislik verebilirler. Bir veya birkag
tane olabilen Heinz cisimcigi inkluzyonlar1 dalaktan gegerken fagositoz yoluyla alinir,
Once eritrosit membraninda kayba sonra da eritrositin tamamen parcalanmasina neden
olur. Normal eritrositlerde okside glutatyon, glutatyon rediiktaz enziminin kataliziyle
rediikte glutatyona g¢evirerek hemoglobin ve diger siilfidril gruplari oksidasyondan
korurken, G6PD eksikligi olan hiicreler bu islemi ger¢eklestiremediginden hemoliz
meydana gelmektedir®*">'2% .

2- Serbest O, radikalleri ve H,O; eritrosit membranindaki protein ve lipidleri
okside ederek aggregate format (kiimelesme) olusturur. Membran ve sitoplazma
proteinlerinin siilfidril gruplarinm etkileyerek distilfit kopriileriyle birbirlerine baglanarak
cokmesine ve mebran biitiinliigiiniin bozulmasina neden olur. Lipidlerde ise doymamis
yag asitlerinin ¢ift baglarina baglanarak membranin lipid kompozisyonunu degistirir.
Boylelikle hiicre membrani esnekligini kaybettiginden damar i¢i stresle hemoliz

gergeklesir (Sekil 4)7* .
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02 __ 02
i |
! |
ilaglar sS0D i—— --> OH :L -—-> Membran ----- > Damarigi
(diger etmenler) ' [ lipidlerinin Hemoliz
i | peroxidasyonu
{ |
Hz02 ——: i
NADP GSH v
:_,, Hb denaturasyonu _ _, Membrana _ _,. Damardig!
G6PD [GssGR] [GSHPX| 7 Heinz cisimcikleri yapisma Hemoliz
NADPH GS5G

v
H:0

Sekil 4: G6PD eksikliginde hemolizin olusum mekanizmasi

2.6. G6PD enzim eksikligi

G6PD enzim eksikliginde 6zellikle yeni doganda sarilik ve belirli ilaglara kars1
hassasiyet artarken, bakla ve enfeksiyonlar hemolitik anemiyi provake edebilmektedir.
G6PD eksikliginin yol actig1 onemli saglik sorunlari sunlardir:

* Belirli ilaglarin ve bakla gibi besinlerin viicuda alimi sonrasinda agiga ¢ikan
ekstra oksitleyici ajanlar tarafindan uyarilan hizla ve aniden gelisen 6liimciil olabilen
akut hemolitik kriz.

* GOPD eksikligine sahip yeni dogan bebeklerin bazilarinda dogum sonrasi
ortaya ¢ikan ciddi yeni dogan sarilig1 ve buna bagl kernikterus.

* G6PD eksikligine bagh kalitsal nonsferositik hemolitik anemi®**~*.

1.Yeni dogan Sarihiginda (YDS) goriilen hemolitik anemi

YDS nin (Neonatal Jaundice — NNJ) klinigi ile G6PD enzim eksikligi arasindaki
iligki 2 sekilde farklilik gostermektedir. Dogumda sarilik goriiliir, nadiren de ikinci veya
liclincii giinde goriliir. Anemiden daha ¢ok sarilik goriiliir ve aneminin siddeti daha

azdir®.
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Yeni dogan bebeklerde G6PD enzim eksikligi varliginda, dogumun ilk
giinlerinde karaciger fonksiyonlarinin tam g¢alisabilir diizeyde olmamasi ve ciddi enzim
eksikligi nedeniyle biliriibinin yeterli hizda metabolize edilemez ve sarilifa yol
acmaktadir Yeni dogan eritrositlerinin, glutatyon peroksidaz, katalaz ve vitamin E
eksikligi sonucu olarak ortaya c¢ikan oksidatif stresle basa ¢ikma kapasiteleri diistik
oldugundan, hemolitik anemi olusma riski, yetigskinlerden daha fazladir. Tedavi
edilmediginde kernikterusa neden olur. Kerniktrusta, kanda yiikselen biliriibin kan
beyin bariyerini gecerek beynin bazi ¢ekirdeklerine zarar verir, cocukta zeka geriligi ve
spastik felce neden olabilir. Aneminin erken teshisi norolojik sakatliklardan kaginma
acisindan olduk¢a 6nemlidir*'*°,

Lyon hipotezine gore kizlarda aktive olan X'e bagli olarak lyonizasyon
derecesine gore siddeti degisken hastalik tablolari olabilir. Yine de etkilenen erkek
bireylerde tablo daha agirdir. Asya’da goriilen G6PD eksikliklerine bagli yeni dogan
hemolitik anemiler erkek c¢ocuklarda %4.47, kiz cocuklarda ise %0.27 olarak tespit

edilmigtir*’.

2.1laclara bagh goriilen hemolitik anemi

Daha ¢ok Amerikan zencilerinde ve Akdeniz mutasyonu tipinde goriiliir. Ciddi
diizeyde G6PD eksikligi olan kisilerde oksidatif ilag alimindan sonra 18-72 saat i¢inde
ani ve hizli gelisen akut hemolitik anemi ortaya ¢ikabilmektedir. Ilaglarin (Primaquine,
Nitrofuranlar, Sulfonlar, Naftalin, Aspirin vb) metabolizmasi1 sirasinda iiretilen serbest
oksijen radikalleri G6PD eksikliginde eritrositleri hasara ugratmaktadir. Ayni etken
madde, G6PD eksikligi olan bireylerde her defasinda ayni etkiyi yapmayabilir, ayrica

farkli bireylerde de, heterojen klinik seyir gosterebilmektedir. Akut hemolitik anemide,
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hemoglobiniiri, retikiilositozis, periferik kanda Heinz -cisimcikleri, pargalanmis
eritrositler, tespit edilir. Akut hemolitik anemi ataklar1 arasinda hemoglobin diizeyi

normaldir®*>-8,

3.Enfeksiyonla goriilen hemolitik anemi

Enfeksiyonla ortaya c¢ikan hemoliz klinik olarak goriilen hemolizlerin daha
yaygin bir sebebidir. Bir¢ok farkli enfeksiyon, G6PD eksikligi tasiyan hastalarda
hemolizi indiikleyebilir. Herhangi bir travmaya veya enfeksiyona maruz kalan dokular,
immunolojik olan veya olmayan bir etkene karsi, fagositik hiicrelerle korunmaya
caligirlar. Enfeksiyon durumlarinda nétrofillerin ve makrofajlarin aktivasyonu gozlenir.
Bu da PFY iizerinde glukoz metabolizmasini ve oksijen tiiketimini 2-20 kat artirir.
Oksijen tiiketimindeki artigla birlikte nétrofillerin ve makrofajlarin O, ile H,O;
salgiladiklar1 ve bunlarin dokularda birikimi ile eritrositleri hasara ugrattiklar

diistiniilmektedir®’.

4.Favizm

Baklanin (Vicia Faba) hemolitik etkisi, “vicine” ve “convicine” olarak
adlandirilan iki glukozidik pirimidin tiirevine ve bunlarin “glucoside divicine” ve
“isouramil” denilen hidrolitik {iriinlerine baglanmaktadir Bu ajanlar otooksidasyona
giderek reaktif oksijen radikalleri olusturur. “Vicine, convice, askorbat, ve L-dopa”
baklada fazla miktarda bulunan toksik olarak diisiliniilen bilesiklerdir. Bu bilesikler
serbest oksijen radikalleri iireterek rediikte glutatyonu oksitler ve G6PD eksikligi
goriilen bireylerde hemolize neden olur. Favizm gecirmis kisiler, kesin olarak G6PD
eksikligine sahiptirler. Ancak G6PD eksikligi olan her birey, bakla yediginde, akut

hemolitik krize girmesi s6z konusu degildir****.
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5.Konjenital non sferositik hemolitik anemi (CNSHA)

Bu grup hastalar hafif sekilde azalmis eritrosit yasam siiresine sahiptirler.
Bir¢ogu klinik olarak normaldir ve diisik hemoliz gosterdikleri i¢in laboratuar
metodlariyla tespit edilemeyebilirler. Kiigiik bir bdliimii konvansiyonel metodlarla
kolaylikla tespit edilebilen hemoliz derecesine sahiptirler ve acgiklanamayan sariliklar
vardir. Siklikla baslangict dogumla birliktedir, yeni dogan sarilifina dayanir, ileri
yaslarda anemi tekrar eder. Hemoliz, ¢cok degisik siddetlerde ortaya g¢ikabilmektedir.
Kronik hemoliz, genelde hafif veya orta siddette ortaya g¢ikmaktadir. Ancak nadir
rastlanilan bazi G6PD varyantlarinda siirekli transfiizyon gerektirecek kadar siddetli
hemoliz olabilir.

Anemi genellikle normokromdur, eritrosit morfolojisi genellikle karakteristik
degildir. Kemik iligi normoblastik hiperplazi gosterir. Kronik hiperbiliriibinemi, azalmis
haptaglobin, artmis laktat dehidrogenez vardir ve hemoglobiniiri nadirdir. Dalak kiiclik
cocuklarda genellikle hafif bitytimiistiir, takip eden donemlerde biiyiikliigii artabilir®”.

CNSHA, G6PD A" ve Mediterranean gibi yaygin, polimorfik varyantlarda
goriilmez. Kronik hemolizle iligkisinden dolayr simif 1 olarak kabul edilen nadir
mutasyonlarda rastlanir. Kalitsal nonsferositik hemolitik anemiye yol agan G6PD
mutasyonlarinin biiyiik bir kismi, enzimin NADP’yi veya G6P’1 bagladigi bolgede

kiimelenmistir®.

6. Enzim eksikliginin diger etkileri
G6PD eksikliginin hiicrede oksidatif stresin artmasina, ayni zamanda NO (nitrik
oksit) iretiminin azalmasma bagli olarak hipertansiyon, diabetes mellitus ve

ateroskleroz gibi patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasina neden oldugu bildirilmigtir
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Hiicrede oksidatif hasarlarin neden oldugu yaslanma ve kanser gibi hastaliklar G6PD
eksikliginin bir sonucu olarak diisiiniilmektedir. Enzim eksikligi goriilen hastalarda kalp
ameliyatlarindan sonra siddetli hipoksi, artan hemoliz gozlenmekte ve daha fazla kan
nakline ihtiya¢ duyulmaktadir. Bakteriyel ve viral infeksiyonlarda oksidatif metabolitler
aciga ciktigindan hemoliz olugmaktadir. Hepatit A ve hepatit E’li hastalarda enzim

eksikliginin siddetli hemoliz meydana getirdigi belirtilmistir* .

2.7. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD)

Pentoz fosfat yolunun ilk ve kilit enzimi olan Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD; EC 1.1.1.49); bakteri, protozoa, mantar, sinek, balik ve memelileri igeren genis
bir canli toplulugunda bulunmaktadir. Bu nedenle her canlida var olan anlamina gelen
“ubiquitous” enzim olarak tanimlanmaktadir. Buna ilaveten iistlendigi biyokimyasal rol
nedeniyle yasam i¢in gerekli olan anlamina gelen “housekeeping” enzim olarak da
isimlendirilmektedir'***.

G6PD eksikligi, enzim aktivitesinin yada stabilitesinin azaldig1 genetik bir
hastaliktir. Enzim tiim hiicrelerde bulunmasina regmen, eritrositler bu eksiklikten en
cok etkilenen hiicrelerdir. G6PD eksikligi bazi ilaglarin kullanimiyla, enfeksiyonlar

sirasinda, neonatal donemde, bakla tiiketimiyle ve diger stres kosullarinda hemolitik

anemiyle sonuglanabilir.

2.7.1. G6PD Geni
G6PD geni X kromozomunun uzun kolu iizerinde Xq28 bolgesinde lokalizedir.
20114 bg (baz ¢ifti) uzunlugunda, 13 exon ve 12 introndan olugsmaktadir (Sekil 5). 515

aa (amino asit) uzunlugundaki G6PD enzimini, genin 1545 b¢ uzunlugundaki sifrelenen
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bolgesi kodlamaktadir. En kisa exon 38 b¢ den olusan 3. exon, en uzunu 771 b¢ den
olusan 13. exondur. 2. intron disindaki biitiin intronlarin uzunlugu 300 bg¢ den kisadir.
Ikinci intron 11 kb (kilobaz) uzunlugundadir. 2625 b¢ uzunlugundaki G6PD mRNA’dan
exon 1’in tamami, exon 2’nin ilk 8 bg, exon 13’in ilk 88 b¢ ve 3' ucundan 608 bg
proteine doniistiiriilmez"'**>*.

Sekil 6’da G6PD geninin X kromozomu iizerinde bulundugu bolge, Sekil 7°de

genin mRNA sekansi, kodlanan baz dizisi ve amino asit sekansi verilmistir™®.

] J-; 5 T G113
I

2 4 & 2 o Iz

Sekil 5: G6PD geni; 13 exon, 12 intron
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G6PD geninin X kromozomu iizerinde bulundugu bélge™.

Sekil 6
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Sekil 7: G6PD geninin mRNA sekansi, kodlanan baz dizisi ve amino asit sekans1>*.

Sequence:

1

&l
121
121
241
381
261

421

421

=

681

661

721

al

241

RAGGCACAGCE CAGAGCGAGGE CTCGCCACGE TGCCGLLCLA AGTCCAGCCOC TCOGCCAGLE
CLOGRCLOCE COLCLEACED CLEGRARCCE CREBLTRCLE CLOILLCLNL CLORCCATRE
i L Gop poe a0t TRECTROROD CLTGLLTECT GLORRTTOLOE ATCCRGRCCS
CORRAGERG LAYty UECOR -y CORUTTTOCR CURLTor COLRGRICH
GGGGCTCEGCC TCGGATGCGE GCOGCACCTCE CCTCGCCCCE CCCCGCOCGE RCGRGOLGLTC
GTGGCCCRGE CCCCGCCCCE CACGCCTCOE CORAGLCLLELT CCOCTCORGCC CRGCCLCCCE
CCCCOGORRE CCCCOATTAR RTCGGCCSEE COGRITCRGE MOOCTLRARAL GRTCETACAL
TTCGGGECTR CORCLELOCN £ oAl CARCGHRDTUT PRl RTGECRC

f R E’
AGGTGGCCCT GHLCCLLALT CRCGILTLIL GOATCCTLLL GOARGRGCTT TTCCAGLLCG

g Yy ARL S ET HYVLC G I LR EEL F &2 GG
B dbSHP: 1858827
] repeat_unit

ATECLTTCCR TLRGTLLCRT RCRCHCATRT TLATCRTCAT GULTELNTLE GLTCRLCTES
I s - T I T
1A FH 2 EF THI!I F I I A s & & 10 L7

S poseaw GG T
CCARGARGAR GRTCYACTEDS ACCATICTGET GOCTGTTCCG GOHTCLOTTT CTGCCCEARRA
AR KKK I YF TId HLFR DGL L FE
RCACCTTCAT COTGGLITAT SCCCGTTCCC GCOTCACAGT CGCTGRCATC CGCARRRCAGH

HTFI VG6Y ARSE BERLTV ADI RKZGE

GTLRGCCLTT CTTCARGECC FLCLCRERED RORRELTORA CCTOLRESD TIOTTTGE
I e—
S EPF FESR TP D R ELE LETR F7o87

COCTOCTY TGTCEETORE CRETRCCATS RTCLASCCYC CTACCACIGCE CTCARCARCC
EH®H SY VARG @YD DARAS ¥ @ RFE L HKHS
RCATGRATGC CCTCCACCTG GGGTCACAGE CCARCCGCCT CTTCTRCCTE GCCTTGLCCC
HHHA LAEL £ 58 BARHNREL FYL ALTF
CGACCEICTH SLALCCCLT ACCARGARCH TTCRCGAGTE CTRCATCRG, CRGATAGELT
PT ¥ Y £ 5 3 sy AR E 2T SRS F LG
COARLLGTHT CHTCUTEGHE ARGLCCT LG SUHGGLACTT CORAGRCCTCT GRCCLCCTEY
HHWHERTI I VWE KPFF RDIL 855 I ERL
CCARCCACAT CTCCYCECTC TTCCGTCACE RCLAGATCTA COGCATCGRC CACTACCTGE
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2.7.2. G6PD Geninin Kalitimi

G6PD, X’e bagli kalitim gosterir. Klinik tablo genellikle hemizigot erkeklerde
goriillip, anneden kiz veya erkek ¢cocuga gegmektedir. Hasta babanin erkek ¢cocuklarinda
goriilmezken, kiz ¢ocuklarina mutasyon tasiyicist X kromozomu mutlaka gegmektedir.
Heterozigot disi bireyler, germ hiicrelerinde normal ve G6PD yetmezlikli X
kromozomunu bir arada tasirlar. Bu nedenle normal veya G6PD yetmezlikli ¢gocuklara
sahip olabilirler ve G6PD yetmezlikli erkek cocuga sahip olduklar1 halde kendileri
klinik olarak saglikl1 olabilirler.

Ekspresyondaki bu degiskenlik X inaktivasyonu isleminden kaynaklanmaktadir
(Lyon hipotezi). Erken embriyo doneminde inaktive X kromozomlu bir hiicreden yeni
olusacak olan biitiin hiicrelerde ilgili X kromozomu inaktif kalacaktir. Kadinlarda
inaktive olan X kromozomu klinik tablonun ¢ok hafif ya da ¢ok agir olmasindan
sorumlu olacaktir. Bu hipoteze gore;

1. Kadinlarin her bir hiicresinde iki X kromozomundan sadece biri aktif, digeri
inaktiftir (Barr cisimcigi).

2. Iki X kromozomundan hangisinin aktif kalacagi embriyonun erken gelisim
asamalarinda rasgele tayin edilir.

3. Her bir hiicrenin ¢ogalmasinda ayn1 X kromozomu bundan sonra inaktif kalir.

X kromozomunda G6PD yetmezlik geni tasiyan erkek klinik bulgu verir ve
hemizigot G6PD yetmezlikli olarak tanimlanir. Disi bireyler ise XX genotipine sahipse
normal, X* X~ genotipine sahipse homozigot ve X X genotipine sahipse heterozigot
G6PD yetmezlikli olarak tanimlanirlar. Heterozigot yetmezlikli kadinlar az veya ¢ok
ama mutlaka yetmezlikli hiicrelere sahiptirler ve klinik olarak degisik siddetlerde

yetmezlik gosterirler. Bireyin her hiicresinde enzim aktivitesi esit derecede azalmis
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olarak bulunamaz. Kadinlarda, tiim hiicrelerde yalnizca bir X kromozomu aktif
oldugundan, kadin heterozigotlar normal (saglikli) ve enzim defektli olmak {izere iki
eritrosit populasyonuna sahiptir**®>>%.

2.7.3. G6PD Enzimi

G6PD enzimi monomeri 515 aa’den olusur, molekiil agirlig1 mikrobiyal tiirlerde
50-60 kDa , memeli tiirlerinde ise 58-67 kDa arasinda degisiklik gostermektedir.
Insanda 59 kDa’dur. Enzimin genellikle dimerik ve tetramerik yapisi aktiftir. Aktif
formunu sicaklik, NADP", NADPH konsantrasyonu gibi ¢esitli faktorler etkilemektedir.
Yiiksek pH ve iyonik kuvvet dimer, diisiik pH ve iyonik kuvvet ise tetramer olusumuna
neden olur. Enzimin dogal substrati glukoz 6 fosfattir (G6P) ve 205. aa olan lizin
baglanir. Cesitli tiirlerden elde edilen enzim, koenzim 6zgiilliigii bakimidan NADP" ye
spesifiktir. NADP" ise 386 ve 387. aa’lere baglanir. Bir enzim dimerinde 2 koenzim

baglama bolgesi ve 2 substrat baglama bdlgesi bulunur (Sekil 8)*¢>43,

coenzyme domain i g
n - 1
- 0 )
- :

substrai¢
binding site

P + o domain

Sekil 8: G6PD enzim dimeri®.



28

2.7.4. G6PD Varyantlar

Diinyadaki en yaygin enzimopati olma 6zelligini gdsteren G6PD enzim eksikligi
hemoglobinopatilerden sonra ikinci siklikta goriilen kalitsal bir hastaliktir. Diinya
tizerinde 400 milyon kisinin enzim eksikligi tasidigi saptanmistir. Boyle bir yayginliga
sahip enzimin, degisik kinetik oOzellik gdsteren 400'lin iizerinde varyanti oldugu
bildirilmektedir. Biyokimyasal ozellikleri birbirinden farkli olan bu varyantlarin
molekiiler diizeyde ¢ok farkli olmadigi gbzlenmistir. Bu varyantlarin ¢ogu dengeli bir
polimorfizm gdstermeleri nedeniyle herhangi bir oksidan ajanla karsilasarak akut
hemoliz atag1 gosterinceye kadar asemptomatik olarak kalirlar'>'.

Ik olarak 1950'nin baslarinda, Amerikali zencilerde, antimalaryal ilaclarin
arasgtiritlmasi sirasinda ortaya c¢ikan hemolitik tablolar ile GOPD yetmezIligi tanimlanmis
ve daha sonra ilerleyen ¢aligmalarla Akdeniz ydresinde yaygin olarak bulundugu tesbit
edilmistir. Enzim yetmezliginin en sik gorildigii bolgeler, ekvatoryal kusakta bulunan
tropikal nitelikli bolgelerdir. Bu bolgelerin diger bir ortak 6zelligi de sitma endemisi
goriilen bolgeler olmast ve yetmezlikli bireylerin sitmaya karst direngli
olmalaridir***°,

Yaygin olarak goriilen G6PD A varyanti1 bu alelleri tasiyan heterozigot bireyleri
P. Falciparum ve P. Malariae infeksiyonuna kars1 korumaktadir. G6PD A varyantinin
normal enzime gore aktivitesi 10 kez daha diisiik oldugundan parazitin eritrositlerdeki
normal gelisimi i¢in gerekli olan GSH yetersiz kalmaktadir. Ayrica, oksidatif hasarlara
kars1 daha duyarli olan bu eritrositlerin yasam siirelerinin kisalmasi eritrosit diizeyinde

. - 4,5,9,35,59-61
bir koruma saglamaktadir™™""""""".
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Normal G6PD’1n, A" (Afrika tipi) ve B" (Akdeniz tipi) olmak iizere 2 tipi vardir.
G6PD B wild-type allel olarak kabul edilir. Enzimin Afrika’lilarda goriilen ve normal
aktivite gdsteren, hemoliz goriilmeyen A tipinin, B tipine gore yalniz bir amino asit
farkliligi vardir ve B tipine gore elektroforezde daha hizli yiiriir. Siyah Amerikan
erkeklerinin yaklasik 9%20’lik bir kism1 bu varyant A allelini tasimaktadir. A" olarak
adlandirilan tip ise klinik olarak 6nemli olan anormal G6PD enzim tipi olup, siyah
Amerikan erkeklerinde %11 ile en sik goriilen tiptir. Ilaca bagl hemolitik anemi ile
yakin iliskisi vardir. G6PD A ve A’ sitmanin yaygin olarak goriildiigii Afrika’ya 6zgii
olarak tanimlanmasina ragmen Italya, Ispanya, Giineydogu Asya , Orta Dogu ve Giiney
Amerika kokenli beyazlarda da goriilmektedir.

Beyazlar arasinda an yaygin goriilen enzim defekti G6PD Mediterranean tipidir.
G6PD B olarak ta isimlendirilir. Enzim aktivitesi normalin %]1’inden daha azdir ve
daha c¢ok Akdeniz bolgesindeki  beyazlarda daha fazla bulunan yaygin bir
varyanttir™**""% Enzim eksikligi sikliginin baz1 bélgelerde %15'e ulastigi Giiney Dogu
Asya'da en yaygin varyantlarin, Mahidol ile Canton oldugu gézlenmistir®®.

G6PD gen anomalilerinin en ¢ok goriileni tek bir amino asit degisikligine neden
olan nokta mutasyonlaridir. Bunun yaninda delesyon ve splicing mutasyonlarida vardir.
Tablo 3’de Human Gene Mutation Database (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php)'®

veritabaninda, bugline kadar tespit edilmis G6PD mutasyon ¢esitleri gdsterilmistir.
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Tablo 3: 2007 yil itibariyle tespit edilmis mutasyon tipleri ve sayilar1'®.

Mutasyon tipi Mutasyon sayisi
Missense/nonsense 139

Small deletions 8

Gross deletions 1

Splicing 1

Total 149

Degisik laboratuvarlarda tanimlanmis c¢ok sayida varyantin birbiri ile
karsilagtirma gili¢liiglinii ortadan kaldirmak, yeni varyant belirlemenin standartlarini
olusturmak amact ile 1967 yilinda toplanan WHO (World Health Organization)
Bilimsel Komitesi eritrosit G6PD enzim aktivitesi, elektroforetik analiz ve inhibitorlere
yanit gibi degisik parametrelerin varyantlar1 tanimlamada kullanilmasini 6ngérmiistiir.
Tanimlanan varyantlarin olusturdugu enzim eksikligi tablosu, elde edilen deneysel
verilere ve klinik goriinlimlere gore de bes ana grupta toplanmustir.

1-Kronik nonsferositik hemolitik anemili grup,

2-Genellikle hemolitik anemiye neden olamayan fakat; siddetli enzim eksikligi
gosteren grup (enzim aktivitesi %10'un altinda),

3-Orta derecede enzim eksikligi gosteren grup (enzim aktivitesi %10-60 aras1),

4-Cok hafif veya hi¢ enzim eksikligi gostermeyen grup (enzim aktivitesi
normalin %60-100' aras1)

5-Artns enzim aktivitesi gosteren grup’ =%,
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Genin cDNA dizisi ve protein yapisina OMIM — GENBANK internet sitesinde
X03674 genomik numarasiyla ulasilabilir (Sekil 7). 2. eksonun kodlanan bolgesindeki
ilk ATG kodonundaki Adenin; 1 ile numaralandirilmis ve diger varyantlarda bu
numaralandirma baz alinarak isimlendirilmistir. Diinya’da yaygin olarak tespit edilen
varyant ve mutasyonlarin dagilimi, WHO siniflamas1 ve yaygin oldugu bolgeler Tablo
4’de gosterilmistir. Bazi  mutasyonlar bulunduklar1 yerlerde farkli isimlerle
adlandirilmiglardir. Tabloda alt alta yazilmis isimler aynt mutasyonun degisik

bolgelerdeki farkl isimlendirmeleridir**>¢"%,



Tablo 4: G6PD varyant ve mutasyonlarinin dagilimi, WHO siniflamast ve yaygin oldugu bolgeler. *;

calismamizda incelenen mutasyon tipleridir.
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b

Variant ismi

Exon Niikleotid Amino asit

WHO Yaygin oldugu yerler

sinifi
Gaohe Ex2 95A>G 32 His>Arg 2 Cin
Gaozhou
Sapporo-like
Sunderland Ex2  105-107 del 35 Ile del 1
Aures Ex3 143 T>C 48 Ile>Thr 2 Cezayir, S.Arabistan,
Ispanya
Asahi Ex4 202 G>A 68 Val>Met 3 Afrika, Italya, Ispanya,
Castilla Kanarya adalart,
Alabama Meksika
Ferrara
Ube Ex4 241C>T 81 Arj>Cys 3 Japonya
Konan
A Ex5 376 A>G 126 Asn>Asp 4 Afrika , Ispanya,
Kanarya adalar1
Mahidol Ex6 487 G>A 163 Gly>Ser 3 Gney Asya, Cin, Tayvan
Chinese-3 Ex6 493 A>G 165 Asn>Asp 2 Filipinler
Taipei
Santamaria Ex6 542 A>T 181 Asp>Val 2 Kosta Rika, Italya,

Kanarya adalari,




Tablo 4’iin devamu :
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Variant ismi Exon Niikleotid Amino asit WHO Yaygin oldugu yerler
sinifi

Mediterranean Ex6 563 C>T 188 Ser>Phe 2 Italya, Yunanistan, Suudi

Dallas Arabistan, Tiirkiye, iran,

Birmingham Irak, Israil, Mistr,

Sassari Yahudiler,

Cagliari Yahudi kirtleri

Panama

Seattle* Ex8 844 G>C 282 Asp>His 2 ltalya, Ispanya, Sardinya,

Modena Ferrarall Kanarya adalari

Athens-like

Mexico

Viangchan Ex9 871 G>A 291 Val>Met 2 Hindistan, Cin, Laos,

Filipinler

Kalyan Ex9 949 G>A 317 Glu>Lys 3 Hindistan

S. Antioco* Exll 1342 A>G 448 Ser>Gly ?  Sardinya’'

Union* Ex11 1360 C>T 454 Arg>Cys 2 Laos, Filipinler, Cin,

Maewo Japonya, Ispanya, Italya

Chinese-2

Canton Ex12 1376 G>T 459 Arg>Leu ? Cin, Taywan

Kaiping Ex12 1388 G>A 463 Arg>His 2 Laos
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Diinya’da bugiine kadar 400'in iizerinde G6PD varyanti rapor edilmisken,
iilkemizde bunlarin 20'ye yakini tespit edilmis olup, biiyiik bir kismi Cukurova ve
Antalya bolgesinde saptanmistir. Diinya’da en yaygin olarak gézlenen G6PD Akdeniz
varyantinin iilkemizde Cukurova ve Antalya bdlgesinde yaygin oldugu molekiiler
diizeydeki caligmalar ile gosterilmistir. 1987 yilinda Aksoy ve arkadaslarinin Cukurova
bolgesinde yaptiklar1 ¢alismada G6PD Adana, G6PD Samandag ve G6PD Balcal
varyantlarini tarif etmislerdir. Daha sonra G6PD Adana varyantinin G6PD Akdeniz ve
1311 polimorfik mutasyonu tasidig gosterilmistir'®"’.

Tiirkiye’deki olgular daha ¢ok Cukurova bolgesinde, Van’in Baskale il¢esinde
ve Yahudi Kiirtlerinde bulunmaktadir. Tiirkiye genelinde %0.6, Eti Tiirkleri’nde %11,4,
Cukurova bolgesinde 9%8.2, Kibris’da %3.5 oraninda GO6PD  eksikligine

rastlanmigtir’ %%

2.8. G6PD yetmezliginin tanis1 icin uygulanan yontemler;

G6PD yetmezliginin tanis1 i¢in enzim aktivitesi 6l¢limii yapilir. Diinyada yaygin
olarak kullanilan 2 G6PD enzim aktivitesi 6l¢lim yontemi ve 2 DNA analizi yontemi
vardir.

1. Kalitatif floresan spot test

G6PD aktivitesiyle olusan NADPH 1n tayini esasina dayanir. NADPH aktive
edilerek UV 15181 ile floresan olusumu miktar1 gozlenir. Niteliksel olarak enzimin
varligin1 gosterir fakat bu test enzimin miktarina yonelik bilgiler vermemektedir.
Kalitatif bir testtir ve sayisal bir deger verilemez. Diger testlerle karsilagtirildiginda
uyumluluk goriiliir. Basit, hizl1 ve ucuz olmasi nedeniyle tarama amacli enzim tayinleri

icin kullanilabilir.
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2. Kantitatif spektrofotometrik yontem

Spektrofotometrik olarak yapilan bu testler bireyin enzim miktarin1 tam olarak
gosterebilmektedir. Hemizigot, heterozigot, ve homozigot bireylerin tiimii
belirlenebilmektedir. Bu yontem NADPH’1n 340 nm (nanometre)’de verdigi absorbans
degerinin Ol¢iilmesine dayanir. Biyokimya laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilan
yontemdir. Calisma sistematiginde 25 C de 1dk da 1 mM NADP’yi NADPH’a
katalizleyen enzim miktari, enzim aktivite {initesi olarak tanimlanir ve degerlendirilir’*
72

3. PCR-RFLP; Restriction Fragment Length Polymorphism (Gen
Uriiniiniin Restriksiyon Endoniikleazlar ile Kesilmesi )

Restiksiyon endoniikleaz enzimleri, niikleik asit zinciri i¢inde yalmizca belirli
baz dizisini taniy1p zinciri bu diziden hidrolitik olarak kesen enzimlerdir. Béylece genin
icinde olan mutasyonlar bu endoniikleazlar ile kesilerek var olan kesilmemis pargalarin
yapisindan farkli olacaktir. Bu degisim agaroz elektroforezinde gosterilerek mutasyon
noktasinin ortaya ¢ikarilmasi sonucu molekiiler diizeyde hastalik tanis1 konmaktadir.

Incelenecek olan G6PD gen bolgesi PCR da ¢ogaltilir. Mutasyon bélgesini
tantyan restriksiyon enzimiyle uygun Olgeklerde karistirilarak, enzimin aktif oldugu
sicaklik ve siirede inkiibasyon yapilir. Inkiibasyon iiriinii %2'lik agaroz jelde yiiriitiilerek
DNA'nin kesilip kesilmedigi kontrol érnekle karsilastirilarak degerlendirilir™®%->7*,

4. PCR-SSCP; (Single Strand Conformational Polymorphism)

Tek zincirli DNA’da molekiil i¢i etkilesim nedeniyle her bir zincir farkli formda
katlanip kivrilir ve zincirde degisik konformasyonlar olusur. PCR-SSCP, degisik
konformasyonlar iceren ayni uzunluktaki baz dizilerinin poliakrilamid jel

ektroforezinde farkli hizda hareket etmesi iizerine kurulmus bir yontemdir. Mutasyon
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iceren DNA molekiili normal diziden farkli bir yap1 olusturacagindan, jel
elektroforezinde normalden farkli yerde bant verecektir. Normal ve incelenen 6rnek
beraber jele yiklenerek karsilastirildiginda normalden farkli bantlarin bulunmasi
ornekte mutasyonun varligini gosterir.

Incelenecek olan G6PD bélgesi PCR ile c¢ogaltilir. Amplikonlar PCR’da 90-
95°C'ye kadar 1sitildigi zaman DNA hidrojen baglarindan ayrilarak iki ayri tek zincir
haline gelir. Ortam hizla 0°C'ye kadar sogutuldugunda =zincirler karsilikli
birlesemeyerek ve kendi iginde kivrilip katlanarak ayr1 ayri iki yapi1 olustururlar.
Mutasyon igeren DNA molekiilii normal halinden farkli konformasyonlar olusturup
elektroforezde farkli hizda yiiriidiigiinden jel elektroforezde normalinden ayirt edilirler.
Bu yontemle DNA fragmentinde baz degisiminin bulundugu belirlenebilir fakat
mutasyonun tiirii tespit edilemez’"".

2.9. Mikroarray ile G6PD Gen Mutasyonlarinin Tespiti

Mikroarray (Nanogen Elektronik Mikroarray): Tanimlanmis tek niikleotid
degisimlerinin (Single Nucleotide Polymorphism - SNP) giivenilir, kisa ve verimli bir
metodla tespiti Ozellikle rutin tan1 agisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Bu amacla
bugiine kadar gelistirilen metodlar PCR teknolojisinin  sundugu olanaklardan
yararlanmiglardir. SNP'lerin teshisinde yaygin olarak kullanilan metodlar arasinda
RFLP ve allel spesifik PCR analizi sayilabilir. Bu metodlar arasinda RFLP nin her SNP
icin uygulanamaz olusu ( SNP'in bulundugu bdlgede herhangi bir restriksiyon enziminin
tanyip kesebilecegi dizinin olmamasi) ve allel spesifik PCR ise 6zellikle bazt SNP'lerin
bulundugu bolgelerde kesin gilivenilirlikle optimizasyonunun zorluklar ¢ikarmasi

acisindan uygulamalarda gii¢liikler yasanan tekniklerdir.
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Son yillarda gelistirilen array teknolojisinin otomasyona adapte edilmesiyle rutin
analizlerde kullanma imkan1 teknolojinin kesfinden bu yana tlizerinde c¢alisilmis bir konu
olmustur. Nanogen array platformu cam bazli array'lerden (glass array) farkli olarak
kullanicinin tasarimina agik, elektronik array teknolojisine sahip olan ve rutin SNP
analizlerinde yiiksek giivenilirlik arz eden bir sistemdir. Nanogen array, SNP
analizlerinin yani sira gen expresyonu analizlerinde ve bilinmeyen mutasyonlarin
saptanmasinda gilivenilirlikle kullanilan bir teknolojidir. Yeni bir teknik olmasi ve kisa
siirede rutine girmesi nedeniyle, giinden giine gelismektedir. Modifiye edilebilmeye
elverisli olmasi nedeniyle yeni uygulamalarda da kolaylikla kullanima agiktir.

Amerika Birlesik Devletleri’'nde Teksas Universitesi Southwestern Tip
Merkezinde yapilan tetkiklerde SNP analizlerinde Nanogen'den %100 oraninda
dogruluk %3 oraninda tamimlanamamis 6rnek sonucu alinirken, ayrica Mayo Klinikte
yapilan benzeri bir karsilastirmali arastirmada, Nanogen'de %100 dogru %5 oraninda
tanimlanamayan sonug elde edilmis, RFLP'de %94 dogru ve %6 hatali sonug¢ alinmistir.
Bu sonucglardan hareketle Nanogen platformunu one ¢ikaran 6zelligi otomasyonun
yaninda hatali sonug vermemesi ve giivenilir olmasidir’* .

Calisma Prensibi

Cihaz 2 ana parcadan olusur
1- Loader ; Amplikonlar array yiizeyine adreslenir, yiiklenir.

2- Reader ; Test alanlarindan yayilan floresan 1s1malar okunur.

NanoChip 100 tane test alanina sahip olan elektronik bir mikrodizin
platformudur. Cip yapisinda DNA test alanlarina ek olarak bulunan kanal sistemi
orneklerin test alanlarina gonderilmesi, hibridizasyon ve yikama islemlerinin

yapilmasina olanak saglar (Sekil 9).
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Elektronik
Microchip
Elektronik
arayuzey
Sivi
kanallari

The NanoChip™ Cartridge

Sekil 9: Nanogen Kartusu

SNP analizlerinde 5' uglarinda biotinle isaretlenmis PCR firlinlerinin kartus
ylizeyindeki test alanlarina gonderilmesi tercih edilmektedir. Kartus yiizeyindeki DNA
test alanlar1 streptavidin molekiilleri ile kaphdir. Test alanlarina gonderilecek DNA
molekiilleri 5' uglarindan biotin ile isaretlenirler. DNA molekiilleri sahip olduklari
negatif elektrik yiikii sayesinde test alanlarina elektronik olarak gonderilirken ulastiklari
test alanlarina sabitlenebilmeleri i¢in 5' uglarinda bulunan biotin molekiiliinden
yararlanirlar. Biotin molekiilleri streptavidin ile 6zgiil ve gii¢clii kovalennt bag kurma
ozelligine sahiptir.

DNA molekiilleri kartustaki yerlesecegi yiizeye adreslendikten sonra sahip

olduklar1 negatif elektrik yiikii sayesinde cihaz tarafindan otomatik olarak tasinirlar.
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Elektronik olarak sadece adreslenen DNA’nin gidecegi yilizey aktiflestirilerek

streptavidin ve biotin’in etkisiyle DNA’nin o yiizeye sabitlenmesi saglanir (Sekil 10).
Test alanlarina stabil bir sekilde baglanan PCR iiriinlerinin analizi mutant ve

wild (yabanil) tip problarla hibridizasyona tabi tutularak yapilir. Daha sonra, bir lazer

tarayicisi kullanilarak ortaya ¢ikan fluoresan 1simalar tespit edilir.

Sekil 10 : Nanogen mikroarray kartusunda amplikonlarin adreslendigi 100 adet test alani.

PCR Uriinleri

Calisilacak olan PCR amplikonlarin en az 200 — 400 b¢ uzunlugunda olmasi ve
tanimlanmak istenen SNP'in, yaklasik olarak cogaltilacak PCR {iriiniiniin ortalarina
gelmesi istenir. Uriiniin biotinle isaretlenmesi PCR icin kullanilan primerlerden birinin

biotinli olmasiyla saglanir.
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Mutant - Wild type raportor

Analizlerde tanimlanmak istenen SNP bolgesinin 5' ucuna bir wild tip bir de
mutant tip yaklasik 10-12 baz ¢iftlik bolgedeki baz dizisine 0zgiil raportor
oligoniikleotidler tasarlanir. Bu oligoniikleotidlerin 5' ucuna da reader’in lazer tarama
ile taniyacagi floresan isaretler ile renklendirilmis mutant ve wild type universal
(evrensel) raportorler tasarlanmistir. Analiz edilen hedef dizi ile bir alakasi olmayan ve
uygulanan biitlin testler i¢in kullanilan bu floresan isaretli raportorlerin 6zgiil diziye
baglanabilmesini saglayabilmek i¢in mutant - wild tip prob dizisinin 5' ucuna universal
raportoriin dizisi de bir kuyruk olarak takilir. Béylece hibridizasyon sirasinda fluoresan

isaretli universal raportorler, dzgiil diziye ait problara baglanabilir (Sekil 11)*'.

Universal markers

o~

Mutant
reporter

SNP —— Wild type
reporter

+— Stabilizer

Sekil 11: Amplikonlar {izerine stabilizor ve reporter’larin baglanmasi.
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Stabilizor

Nanogen sisteminde tek niikleotid degisimlerinin yabanil tip veya mutant
problarin hibridizasyonu ile teshisine kesin giivenilirlik 6zelligi kazandirmak icin
Nanochip teknolojisi bagimsiz DNA molekiilleri arasindaki baz etkilesim enerjisinden
(base stacking energy) faydalanmaktadir. Baz etkilesim enerjisi DNA zincirleri boyunca
niikleotidler arasindaki elektronlarin {ist {iste binmesi ile aci8a ¢ikar.

Diziye 06zgiil raportér prob'un 5' ucunun hemen bitiminden baslayan 25-35
niikleotidlik stabilizatér olarak tabir edilen bir ikinci oligoniikleotid hibridizasyon
asamasina eslik eder. Hibridizasyon sirasinda stabilizor ve diziye 6zgiil raportr ug uca
PCR iiriiniine baglanirlar. Yerlesen stabilizor 5' ucundaki baz ile raportériin 3' ucundaki
baz arasinda olusan base stacking enerjisi hibridizasyonun kuvvetini arttiran bir etken
olarak belirir. Kartus hibridizasyon sonrasi 6zgiil olmayan baglanmalardan arindirilmak
lizere yikamalara ve artan sicakliga maruz birakilir (bu yikama ve 1s1 protokolii her bir
SNP testi i¢in optimize edilir). Yabanil tip probun mutant allele, mutant probun ise
yabanil allele baglanmasi aralarindaki fark yalnizca bir bazdan ibarettir. Nanochip
sisteminde uygulanan 1s1 ve yikama islemlerine ek olarak stabilizoriin olusturdugu base
stacking enerjisi 0zgiil olmayan baglanmalarin saf dis1 edilmesinde etkinlik kazanir.
Dolayisiyla SNP analizlerinde meydana gelebilecek yanlis eslesmelerde test alanindaki
DNA'ya baglanmayan tek baz, stabilizor ile raportor oligoniikleotid arasindaki
etkilesimi degistirecek bu da yikama ve 1s1 uygulamalari sirasinda séz konusu yanlig
eslesmis problarin uzaklastirilmasini kolaylastiracaktir. Base stacking enerjisinin en
diisiik oldugu ve bu nedenle en az arzu edilen baz kombinasyonu 2 hidrojen bag1 olmasi
nedeniyle Timin ve Adenin bazlar1 arasindaki bagdir. Bu bilginin stabilizor ve raportor

tasariminda g6z niinde bulundurulmasi tavsiye edilmektedir. ilgilenilen DNA dizisinin
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icerigi geregi stabilizOr ve raportdor arasinda arzu edilen baz kombinasyonlari
olusturulamaz ise tasarimin diger zincir (antisense) lizerinden yapilmasi 6nerilmektedir.

Stabilizor tasariminda dikkat edilecek hususlar;

* Raportdriin uzunlugu 9-12 niikleotid arasinda (evrensel kuyruk hari¢), Tm’in
(Temperature melting-Erime derecesi) de ortalama 30°C olmasina dikkat edilmelidir.

* Stabilizor oligoniikleotidler raportdrlerin hemen asagisinda yer almalidir.

* Stabilizor oligolarin Tm'leri 60°C'nin iizerinde ve 25-35 baz uzunlukta olmalidirlar.

Array teknolojinin faydalarindan biride oldukg¢a fleksibl olmasidir. Bir¢ok
laboratuar da kullanilan ¢esitli problarin pahali floresan boyalarla isaretlenmis sekilleri
caligmalar1 kisitlamaktadir. Mikroarray, kartujlarin kullanildigi, tamamiyle otomize
edilmis, son zamanlarin en etkili molekiiler teknigidir. Kartuj pozitif bir alanda negatif
yukli molekiillerin hizli bir sekilde adreslenebildigi 100 adet elektiriksel alan igerir.
Hedef sekanslar floresanla isaretlenmis spesifik oligonukleotid raportorlerin
baglanmasiyla, farkli sicakliklar uygulanarak mutant, heterozigot ve wild tiplerin
ayrilabilmesi icin  hibridize edilir. Raportor/hedef hibridleri uygun olmayanlar
uygulanan sicaklikla denatiire olurlar®'.

Degerlenirme;

Cihazin yazilim1 hem sayisal olarak YESIL (WILD) ve KIRMIZI (MUTANT)
miktarlarini verir, hem de grafikle degerlendirilir. Mutant floresan miktar1 kirmizi
piklerle, wild floresan miktar1 da yesil piklerle ifade edilir. Sekil 12°de goriildiigi gibi
sadece yesil pik varliginda; homozigot wild type, sadece kirmizi pik varliginda;
homozigot mutant type, yesil ve kirmiz1 piklerin birlikte varliginda; heterozigot mutant

type olarak degerlendirilir.
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Homozygote
wild type

Homozygote
mutant

Heterozygote

Control Sample A Sample B Sample C

M Allele 1 B Allele 2

Easy Data Analysis and Genotype Calling

Sekil 12: Nanogen yaziliminda grafikle degerlendirme.

Sayisal olarak ;

MUT / WILD < 1/ 5 ise homozigot WILD type,

MUT / WILD 1/2 - 2.0 ve/veya

MUT = WILD (yaklasik) ise ; heterozigot mutant type,

MUT / WILD > 5 ise ; homozigot mutant type olarak degerlendirilir.

MUT / WILD ve WILD / MUT oranlar1 2 ile 5 arasinda ise homozigot ve
heterozigotluk acisindan uygun bir degerlendirme yapilamayacagindan testin tekrar

edilmesi gerekir. Sayisal degerler grafiklerle teyit edilir ( Sekil 13).



44

Fluorescence Scan Results:

1 2z 3 q a i 7 8 a 10

L | B2 [ 88 | 57 | 74 [ 3 | 63 | 75 | 1465 | 103 | 4421

134 3390 1150 4975 3324 1543 2B29 1706 4107 197

85 | 83 | 8L | 84 | 67 | 77 | 1785 | 103 | 8L | 80

39388 L3a5s bgz2 5710 2392 3761 2377 114 an T3
3 R R J— R R R R J— R R
4 R R J— R R R R J— R R
_5 R R J— R R R R J— R R

Sekil 13: Nanogen yaziliminda sayisal degerlendirme.

Sekil 13’de gorildiigii iizere 1. satir 8 no’lu olgu ve 2. satir 7 no’lu olguda
KIRMIZI / YESIL (MUT / WILD) orami yaklasik 1 oldugu igin heterozigot mutant
type, 1. satir 10 no’lu olguda KIRMIZI / YESIL oram yaklasik 23 kat1 oldugu icin

homozigot mutant type, diger biitiin olgularda da KIRMIZI / YESIL oranm1 1/5 den

kii¢ciik oldugundan homozigot wild type olarak degerlendirilirler.

Mikroarray’in Kullanim Alanlar
Molekiiler biyoloji ve Genetikte
e Gen expresyon analizleri
e Mutasyon taramasi
e Genotipleme
e Genlerin ve klonlarin haritalanmasi

¢ Kromozom mikrodelesyonlarinin incelenmesinde kullanilmaktadir.
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Hematolojide :
e Multipl miyelom
e Monoklonal gammopati
e Kronik ve akut ldsemiler
e Lenfomalar gibi bazi malignitelerin molekiiler smiflamasinda
kullanilmaya baglamstir.
Oniimiizdeki yillarda gen exprasyon analizleriyle,
e Hematolojik hastaliklarin tanisi,
e Hastalik alt gruplariin belirlenmesi,
e Tedavi segeneklerinin degerlendirilmesi,
e Hastaya verilecek ilagta dozaj belirlenmesi, gibi alanlarda yaygin olarak

kullanilmasi1 beklenmektedir.

2.10. Calismanin Amaci
Bizim ¢aligmamizda Diinya’da ve Tiirkiye’de en yaygin olarak goriillen G6PD
Mediterranean mutasyonuna ek olarak 3 mutasyona daha bakilmistir. Bunlar, Akdeniz

ikliminin goriildiigii bolgelerde en yaygin goriilen 4 missense mutasyon tipidir :

1. Mediterranean (563 C—T); Exon 6’da lokalizedir, 563. baz olan Sitozin’in
yerini Timin almistir. Dolayisiyla 188. aa olan Serin yerine Fenilalanin kodlanmaktadir.
Italya, Yunanistan, Suudi Arabistan, Tiirkiye, Iran, Irak, Israil, Misir, Yahudiler ve
Yahudi kiirtleri’'nde yaygin olarak goriilmektedir. Diinyada en yaygin olarak goézlenen
G6PD Akdeniz varyantinin Ulkemiz’de Cukurova ve Antalya bdlgesinde yaygin

oldugu, molekiiler diizeydeki calismalar ile de gosterilmigtir**>64+¢7-6873,
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2. Seattle (844 G—C); Exon 8’de lokalizedir. 844. baz olan Guanin yerine
Sitozin ge¢mistir ve 282. aa olan Asparjik asit yerine Histidin kodlanmustir. italya,
[spanya, Sardinya ve Kanarya adalari’nda yaygin olarak goriilmektedir®®* .

3. San Antioco (1342 A—G ); Exon 11°de lokalizedir. 1342. baz olan Adenin
yerine Guanin vardir ve 448. aa olan Serin yerine Glisin kodlanmistir. Sardinya
adalari’nda yaygindir®.

4. Union (1360 C—T); Exon 11°de lokalizedir. 1360. baz olan Sitozin yerine
Timin ge¢mistir ve 454. aa olan Arjinin yerine Sistein kodlanmistir. Laos, Filipinler,
Cin, Japonya, ispanya ve italya’da daha yaygim olarak gériilmektedir®.

Ozellikle yeni dogan déneminde goriilen ve sebebi anlasilamayan hemolitik
anemi olgularinda nedeni ortaya koymak ve mutasyonu tanimlamak amaglanmustir.

G6PD eksikligine bagli hemolizin siddeti, vakadan vakaya ve hatta ayni varyant
olsa bile degisebilmektedir. Sonug olarak eritrosit enzimopatileri heterojen bir grup
olup, sebebi belirlenemeyen kronik hemolitik anemilerde veya herhangi bir oksidan ilag
alimi sonras1 gelisen akut hemoliz olaylarinda diisiiniilmesi gereken hastaliklardan
biridir.

Ciddi diizeyde G6PD eksikligi dogumdan sonra erken yaslarda saptanir ve
gerekli Onlemler almirsa kisinin yasaminda Onemli bir saglik sorununa yol
acmamaktadir. Bu hastaligin tedavisi su an i¢in miimkiin degildir. Ancak yol actig1
saglik sorunlari, erken teshis yapildiginda ve akut hemolitik krizin meydana gelmesine
neden olacak etken maddelerden uzak duruldugunda kesin olarak dnlenebilmektedir.

Bolgemizde yilda yaklagik 500-800 hasta hemolitik anemi tanisiyla g¢ocuk
kliniklerine bagvurmaktadir. Birgogu agir hemoliz gegirip ancak kan transfiizyonu ile

tedavi edilebilmektedir. Bu hastalarin  biliylikk c¢ogunlugunda etyoloji tespit
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edilememektedir. Yeni dogan hemolitik anemi vakalarinin bir kism1 Glukoz 6 Fosfat
Dehidrogenaz enzimi eksikliginden kaynaklanmaktadir. Gen seviyesinde bir
mutasyonun var olup olmadigi, tedavi yaklasimi ve aileye genetik danigsmanlik
acisindan oldukca oOnemlidir. Bu yontemi kullanma amacimiz G6PD genindeki bu
mutasyonlar1 mikroarray teknolojisiyle, yiiksek giivenilirlikle molekiiler diizeyde
incelemek ve mutasyonlarin bdlgemizdeki insidansini ortaya koymaktir. Oncellikle,
yeni dogan doneminde goriilen ve sebebi belirlenemeyen hemolitik anemi olgularinin

etyolojisini arastirmak ve var ise G6PD mutasyonlarini tanimlamak amaglanmustir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Arag ve gerecler
Calismada kullanilan arag¢ ve geregler;
Buzdolaplar1 (+4)

Derin dondurucular (-20)

Gii¢ kaynag1

Hassas terazi

Mikrosantrifiij

Mikrodalga firmn

Otoklav

Otomatik DNA izolasyon cihazi (MagNA Pure Compact)
Otomatik Pipet takimi

PCR cihaz1

pH metre

Saf su cihazi

Santrifiij

Spekrofotometre

Ultraviole jel goriintiileme sistemi
Vakum pompasi

Vortex

Yatay elektroforez diizenegi

Yatay calkalayici

Argelik-Indesit
Ugur-Indesit
Biometra
Scaltec

Heraeus biofuge
Beko

Niuve

Roche
Eppendorf
Applied Biosystems
InoLab

Aqua RO
Heraeus 400
Cecil

Biometra
Milipore

Vortex Genie-2
Protrans

Wemixx
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3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve sarf malzemeler;

Agaroz Sigma
Sodyum kloriir (NaCl) Merk
Sodyum hidroksit (NaOH) Merk
Amonyum stilfath ((NH,), SO,) 10X Buffer Fermentas
L-Histidin Sigma
Taq DNA polimeraz Fermentas
dNTP’s Fermentas
MgCl, Fermentas
Etidium bromide AppliChem
Jel yiikleme tamponu Sigma
10x TBE stok solusyon Invitrogen

3.1.3. Kullanilan Solusyonlar ve Hazirlanmasi
3.1.3.1. PCR da Kullanilan Solusyonlar

Taq (5 vw/ul), Amonyum siilfath 10X buffer (NH,), SO, (1M) ve MgCl, (25 mM)

tiretici firmanin 6nerdigi sekilde, diliisyon yapilmadan kullanilda.
dNTP’s ; ANTP’ ler 100 mM’lik ambalajlarda temin edildi. 10 mM elde etmek

1:9 dHZO katilarak sulandirildi ve kullanildi.

Her bir mutasyon bdlgesi i¢in forward ve reverse primerler firma tarafindan 50
mM’lik ambalajlarda ayr1 ayr1 temin edildi. Her bir bdlgenin 5 mM’lik primer mixi

dH20 ile sulandirilarak hazirlandi ve kullanildi.
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3.1.3.2. Agaroz Jel Elektroforez Solusyonlari
1. 1 X TBE Elektroforez Tamponu

10 X TBE stok solusyonu 1:9 dH, O ile sulandirldi.

2. Etidium Bromide Solusyonu

%1 lik Etidium bromide solusyonu hazir olarak satin alindi. Her 50 ml’lik jele
25 pl eklendi.

3. %?2 lik Agaroz Jel

1 gr agaroz tozu 50 ml 1X TBE ile ¢oziildii, mikrodalga firinda 500 watt’ta 2 dk
kaynatildi.

4. Jel Yiikleme Tamponu

10x olarak temin edildi. 1: 9 oraninda sulandirilarak kullanildi.

3.1.3.3. Mikrochip Solusyonlari

1. 50 mM L-Histidin

L-Histidine’den 3.88 gr tartild1 ve dH,O ile 500 ml’ye tamamlandi. 2-8°C’de
saklandi. (En fazla bir hafta siire ile kullanilabilir).

2. 100 mM L-Histidin

L-Histidine’den 0.776 gr tartild1 ve dH,O ile 50 ml’ye tamamlandi. 1.5 ml’lik
ependorflara 1 ml‘lik aliquatlar steril ependorfa hazirlandi, -20°C’de saklanarak 2 ay
stireyle kullanildu.

3.0.3 M NaOH

50 veya 100 mI’lik 1 M’lik NaOH stoku hazirlandi. dH,O ile dilusyon yapilarak
0.3 M ‘Iik NAOH karisim elde edildi. 1.5 ml’lik steril ependorflara 1 ml‘lik aliquatlar

hazirland1 ve -20°C’de saklanarak 2 ay siireyle kullanildi.
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4.1 M Sodium phosphate, monobasic stock

68.99 gr Sodium phosphate, monobasic ve dH,O ile 500 ml’ye tamamlandi. Oda
sicakliginda saklandi.

5.1 M Sodium phosphate, dibasic stock

70.93 gr Sodium phosphate, dibasic ve d.H,O ile 500 ml’ye tamamlandi. Oda
sicakliginda saklandi.

6.1 M Sodium phosphate, pH 7.4 stock

400 ml 1 M Sodium phosphate dibasic ile 100 ml Sodium phosphate monobasic
kanistirildi, 10 dk shakerlandi. pH’1 diisiirmek i¢in monobasic, ylikseltmek i¢in ise
dibasic kullanildi. Oda sicakliginda saklandi.

7.1 M Sodium phosphate, pH 7 stock

350 ml 1 M Sodium phosphate dibasic ile 150 ml Sodium phosphate monobasic
10 dk karistirildi. pH’1 diigsiirmek i¢in monobasic, yiikseltmek i¢in dibasic kullanildi.
Oda sicakliginda saklandi.

8. Low salt buffer (LSB)

25 ml 1 M Sodium phosphate pH:7’ye 475 ml dH,0O katilarak hazirlandi. Oda
sicakliginda saklandi.

9. High salt buffer (HSB)

25 ml 1 M Sodium phosphate pH:7.4’e 14,58 gr Sodium chloride karigtirildi ve

dH,0 ile 500ml’ye tamamlandi.
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3.2. METOD

3.2.1. Olgu Secimi

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesinde Cocuk Hastaliklari
servisine, sarilik veya sebebi aciklanamayan hemolitik anemi nedeniyle bagvuran 800
olgu G6PD enzim eksikligi yoniinden taranmistir. Olgularin enzim aktiviteleri Atatiirk
Universitesi Biyokimya Anabilim Dali'nda yapilan kantitatif spektrofotometrik ydntem
ile belirlenmistir. Enzim aktiviteleri 4.00 U/gHb nin altinda olan 60 olgu mikroarray
yontemi ile mutasyon analizine alinmustir.

DNA izolasyonu igin, periferik kan ornekleri, vendz damardan steril bir sekilde

enjektdrle 1-2 ml alindi. Alinan kan K, EDTA’] tiiplere aktarildi. En ge¢ 2 saat i¢inde

total DNA izolasyonu yapildi. Her hastadan kan 6rnegi alinirken hemogram (Hb, RBC)
calisilmasi i¢in 1-2 ml hemogram tiipiine kan alind1 ve sonuglar1 degerlendirmeye dahil

edildi.

3.2.2. Kandan DNA izolasyonu

Otomatik DNA izolasyon cihazi ile yapildi. Izolasyon kiti olarak “MagNA Pure
Compact Nucleic Acid Izolation Kit I” kullamldi. Izolasyon kitinin kartusu cihazin
yuvasina yerlestirildikten sonra hastanin WBC sayis1 dikkate alinarak 200 - 300 pl kan
ornegi 2 ml’lik eppendorf tiipe konularak cihazda ilgili yerlere yerlestirildi. Cihaz

calistirilarak 20 dk i¢inde 100 pl izole edilmis DNA elde edildi.

3.2.3. Spektrofotometre ile DNA miktarinin tayini

Izole edilen DNA’larin 20 pl’si dH,O ile 1:30 sulandirilarak spektrofotometrede

260 nm’de okutuldu ve Optik Dansite (OD-Absorbans) degerleri elde edildi. Asagidaki
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DNA derisimi formiilii ile DNA miktarlar1 hesaplandi. Olgularimizin DNA miktarlari
ortalamast 24 ng/ul (dagilimi: 7.5 — 54) olarak tespit edildi. (50* : 1 cm 1s1k yollu
kiivette 1 OD’ye karsilik gelen pg/ml biriminden DNA miktar1).

DNA derigimi (ug/ul) = OD,; X Seyreltme faktori X 50*
(],Lg/j,ll) = 0Dy X 30 X 50*

3.2.4. PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu)

PCR programi multiplex (triplex) olarak dizayn edildi. Her ii¢ primer mix’i de
ayni zamanda konularak ii¢ bdlgenin amlifikasyonu beraber gerceklestirildi. San
Antioco ve Union mutasyon bdlgeleri ayni amplikon iizerinde oldugu i¢in tek primer
cifti ile amplifiye edildi. Her 3 bolgeyi amplifiye etmek icin kullanilan primerlerin baz
dizileri;

Med F primer; CCAGCAGAGGCTGGAACC

Med R primer; biotin - ACCATGAGGTTCTGCACCAT

Seattle F primer; AGGGACGTGATGCAGAACC

Seattle R primer; biotin - AGCTCAGTGCCTCGTCACA

San Ant-Union F primer; biotin - CTCTCCCTCACAGAACGTGAAGC

San Ant-Union R primer; CCCATAGCCCACAGGTATGCAG

3.2.4.1. PCR master mix hazirlanmasi:

Calisilacak olgu sayisi ile asagidaki Tablo 5°de belirtilen hacimler c¢arpildi.
Master mix hacminin totali belirlendi. Buzlu su icerisinde her hasta i¢in hazirlanan ve
numaralandirilmig PCR tiiplerine 25’er pl boliistiiriildii. Son olarak her hastanin 4’er pl

DNA’s1 kendi tiipiine konularak PCR’a yerlestirildi.



54

Tablo 5 : PCR master mix igerigi.

Cozeltiler Miktar
dH20 13.1 pl
10X Buffer 2.5 ul
MgCl, (25 mM) 3ul
dNTP’ s (10 mM) 1 pul
Med primer mix (5 mM) I ul
Seattle primer mix (5 mM) Tul
San-union primer mix (5 mM) 3ul
Taq (5 uw/pul) 0.4 pul
Hacim 25 ul
DNA 4 ul
Total Hacim 29 ul

3.2.4.2. PCR Programu:

Termal Cycler cihazi Tablo 6’daki gibi

sicaklik ve siireleri girilerek

programlandi. 0.2 ml’lik PCR tiiplerine konulan mix’ler yerlestirilerek PCR islemi

baglatildi.
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Tablo 6 : PCR programi

First denaturasyon 95°C 4 dk
Denaturasyon : 95°C 1 dk
Annealing 60°C 1 dk 35 cycle
Extension : 72°C 1 dk

Final extension : 72°C 10 dk

PCR sonucunda;
1- Mediterranean (563 C->T ) igin 195 bg,
2- Seattle ( 844 G->C) i¢in 167 bg,
3- San Antioco (1342 A->G) ve Union (1360 C->T) i¢in 275 bg¢ amplikonlar
elde edilmis oldu.
PCR sonrasi iirlinlerin 5 pl’si %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi.
Hasta DNA’lar1 ile her mutasyon icin en az bir heterozigot kontrol érnek DNA’si

beraber yiriitildi (Sekil 14).
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Sekil 14 : 23 olgu ve Mediterranean heterozigot kontrolunun jel elektroforezde yiiriitiildiikten
sonra elde edilen PCR amplikon bant paternleri; a: 275bg, b: 195bg, c: 167 bg.

3.2.5. Mikroarray’e yiiklenecek PCR amplikonlarinin purifikasyonu

PCR dan c¢ikarilan amplikonun kullaniminda en ideal sonucu alabilmek ig¢in
saflagtirilmasi yani primer, DNA artiklar1 ve tuzlardan temizlenmesi gerekir. Bu amacla
milipore filtrelerle yapilan, molekiilleri boyut ve bi¢imlerine gore ayirt edebilen
pirifikasyon plate’ler kullanilir. Amplikonlarin disaridan olusturulan negatif hava
basinciyla bu filtrelerden siiziilmesi saglanir. Amplikonlar, diger primer ve DNA
artiklarina nazaran daha biiylik olduklart i¢in zardan gecemezler ve plate’in dibinde
kalirlar.

PCR’dan cikarildiktan sonra 5 pl’si yiiriitiilen PCR {iriinlerinden kalan 20-24

ul’nin tizerine 80 pl distile su eklendi. Toplam 100 pl iiriin purifikasyon plagindaki
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yerine yerlestirildi. Aspirator negatif hava basinci 8-10 mbar olacak sekilde ayarlanarak
calistirildi. Plagin kurumamasi 6nemlidir bunun i¢in 5-10 dk beklendi. Sivi bitmeden

veya bitimine yakin mutlaka kontrol edildi ve tizerine dH,O eklendi. Aksi taktirde

amplikonlar da porlardan gececektir veya porlara yapisinca ¢ikarilamayacaktir. G6z
karar1 yaklasik 5 pl siv1 kaldig diisiiniildiigiinde aspirator kapatildi, iizerine tekrar 100

ul dH,O eklenerek islem yeniden uygulandi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Son asamada
30 - 35 pl dH,O eklenerek yatay calkalayiciya yerlestirildi, 10 - 15 dk calkaland.

Amplikonlarin miliporlardan ¢oziinerek suya karigmasi saglandi. Amplikonlar iyice
pipetaj yapilarak pirifikasyon plate’lerden alindi ve her hasta icin hazirlanmisg
eppendorf tlipline kondu.

Piirifikasyon sonrasit amplikon kaybinin var olup olmadigint anlamak i¢in tekrar

5 ul PCR iiriinii %2’lik agaroz jelde yiiriitiildii.

3.2.6. Mikroarray Asamasi
Calisma 2 agamada ytiriitiliir.
1- Loader — ylikleme; Amplikonlar array yiizeyine adreslenir, yiiklenir.
2- Reader — okuma; Sicaklik, HSB, LSB, gibi etkenlerle stabilizer ve reporter’lar

amplikonlara tutturularak yayilan floresan 1igimalar okunur.

3.2.6.1. Orneklerin Array Yiizeyine Yiiklenmesi (Adreslenmesi).

Loader; biotinlenmis niikleik asit dizilerini nanochip kartuslarinin tizerindeki
secilmis test alanlarina adresler. Cihaz otomatik olarak yiiklenecek olan test alaninda
elektrik akimi olusturarak niikleik asitlerin ylizeye yapismasini saglar. Amplikonlar

biotin - streptavidin interaksiyonuyla yiizeye baglanir. Loader bir seferde 1-4 kartusu
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adresleme kapasitesine sahiptir. Amplikonlara spesifik loader map (ylikleme haritasi)
kullanilarak tuzlardan arindirilmis amplikonlar 96 lik well plate’den kartusa transfer
edilir. Her bir amplikon 120 saniyede elektronik olarak adreslenir. Hibridizasyon ve

yikama islemleriyle beraber toplam 2-3 saatte kartuj yiiklenmesi gerceklestirilir.

Kartus yiikleme (loader) asamasi:

Kartus ile 50 mM Histidin +4°C’den ve 100 mM Histidin ile 0.3 M NaOH -
20°C’den c¢ikarildi ve oda 1sisina gelmesi beklendi. Histidin ¢dziildiikten sonra
vortexlendi. Histidin sisesi Loader’a yerlestirildi ve Prime yapilda.

1. Kartus 150 pl L-Histidin (50 mM) kullanarak 3 kez yikandi ve son olarak
kartus yiizeyinde histidin olacak sekilde birakilarak 5-10 dk bekletildi.

2. Loader Map olusturuldu; DNA’larin kartus {izerinde yerlesecegi yerler
belirlendi, adreslendi.

3. 96 lik well plate’in 1. kuyucuguna 60 pl Histidin (50mM ) pipetlendi.

4. Well plate kuyularina 30 ul Amplikon + 30 pl L-Histidin (100 mM) karigimi
yapilarak pipetlendi.

5. Bir kuyucuga 60 pul NaOH (0.3M) pipetlendi.

6. Yiikleme protokolii baslatildi.

3.2.6.2. Okuma (reader) asamasi:
Okuma Oncesi kalibrasyon i¢in cihaz g¢alismadan 45 dk once acilmalidir.
Reader’daki su siselerinin yerine High ve Low salt buffer (HSB — LSB) siseleri

yerlestirildi ve Prime (baslangic) yaptirildi.
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1. Yikleme yapildiktan sonra kartus loader’dan alindi1 veya +4°C’e kaldirilmis
ise ¢ikarildi ve oda 1sisina gelmesi beklendi.

2. Kartugs HSB ile yaklagik 150 pl kullanarak 3 kez yikandi ve son olarak
ylizeyinde HSB birakilarak 10-15 dk bekletildi. (HSB kartus {izerindeki riinlerin
sekonder baglanti olusumunu artiracagindan 15 dakikadan fazla bekletilmemesi
gerekmektedir)

3. Bu sirada Reporter karisimi (Wild type / Mutant / Stabilizer / Universal

Reporter) Tablo 7°deki miktarlarda konularak hazirlandi.

Tablo 7 : Reporter karigimi

WT reporter 1 ul
MT reporter 1 ul
Stabilizer 1 ul
WT Universal Reporter 1 ul
MT Universal Reporter 1 ul
High Salt Buffer 95 ul
Total Hacim 100 pl

Her bir SNP i¢in, bir stabilizer, bir wild type reporter, bir mutant reporter
kullanildi. Stabilizerler amplikonun 5 ucundan, reporterler ise 3' ucundan baglanir. Her

bir raporter benzer erime sicakligina sahiptir.
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18 niikleotidlik 2 universal marker olusturuldu. Bagka bir genom sekansiyla
cross match yapmayacak bu oligonukleotidler wild type raporterin kuyruguna
komplementer olacak sekilde Cy3 ile isaretlenmistir. Cy5 ise mutant reporterin
kuyruguna komplementerdir.

Tablo 8’de her bir mutasyon i¢in forward ve reverse primerler, biotinlenmis baz
dizileri, stabilizerlar, mutant ve wild type reporter dizileri gosterilmistir. Sekil 15°da ise

bu bolgelerin G6PD geni iizerinde elde edildikleri bolgeler gosterilmistir.

Tablo 8 : Forward ve reverse primerler, biotinlenmis baz dizileri, stabilizerlar, mutant ve wild type
reporter dizileri

G6_MedF CCAGCAGAGGCTGGAACC

G6_MedRB biotin ACCATGAGGTTCTGCACCAT

G6_MedStab CTCCCTGTTCCGTGAGGACCAGATCTACCG
G6_MedC U CTGAGTCCGAACATTGAG-CCAACCACATCTC
G6_MedT M GCAGTATATCGCTTGACA-CCAACCACATCTT
G6_SeF AGGGACGTGATGCAGAACC

G6_SeRB biotin AGCTCAGTGCCTCGTCACA

G6_SeG \ CTGAGTCCGAACATTGAG-AAACCACCAACTCAG
G6_SeC M GCAGTATATCGCTTGACA-AAACCACCAACTCAC
G6_SanFB biotin CTCTCCCTCACAGAACGTGAAGC

G6_SanR CCCATAGCCCACAGGTATGCAG

G6_SanStab CCCGCAGAAGACGTCCAGGATGAGG

G6_SanA U CTGAGTCCGAACATTGAG-TTAGTGCATCTGGCT
G6_SanG M GCAGTATATCGCTTGACA-TTGTGCATCTGGCC
G6_UnionC A\ CTGAGTCCGAACATTGAG-CTCACCTGCGC
G6_UnionT M GCAGTATATCGCTTGACA-CTCACCTGCACA
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Sekil 15 : G6PD geni iizerindeki forward ve reverse primerlerin baz dizileri (gri: forward ve
reverse primerler, sar1: stabilizerlar, kirmizi: mutant reporter ve yesil: wild type reporter dizileri).

GGGAACGGGCCCCCGGCAGCATGCCAGCAATGCCACCCTGGCACCCAGGGTGGGAAGGCT
TCCCGGAAGGTGTTGAGCCAGAGGGTCATCTGGGAACACAAGGCACGGGAGGTGGCCACG
GGGGCGAGGAGGTTCTGGCCTCTACTCCCCTGGGAGGGCGTCTGAATGATGCAGCTCTGA
TCCTCACTCCCCGAAGAGGGGTTCAAGGGGGTAACGCAGCTCCGGGCTCCCAGCAGAGGC
TGGAACCGCATCATCGTGGAGAAGCCCTTCGGGAGGGACCTGCAGAGCTCTGACCGGCTG
CTCCCTGTTCCGTGAGGACCAGATCTACCGCATCGACCACTACCTG med

T
GGCAAGGAGATGGTGCAGAACCTCATGGTGCTGAGGTGGGGCCAAGCCTGGGCCGGGGGA
CCAGGGTGGGGGTGGTACTCAGGAGCCTCACCTGGCCCACTGCCTCCCCGAGGACGAATT
CCTCCAGAACTCAGACAAGGGTGACCCCTCACATGTGGCCCCTGCACCACAGAGGCCCAA
GGTCAGTTCCTCCACCTTGCCCCTCCCTGCAGATTTGCCAACAGGATCTTCGGCCCCATC
TGGAACCGGGACAACATCGCCTGCGTTATCCTCACCTTCAAGGAGCCCTTTGGCACTGAG
GGTCGCGGGGGCTATTTCGATGAATTTGGGATCATCCGGTGAGAGCTCTTCCTCTCTCCT
GGGAGGCTGGCACAGGGTGGCAGAGCCAGTCACCCTGCAGGGCTACTCTTCCCTATCTTG
GGGGAGCTCCTCCTCACCCTGCAGTTCAAAACCTAAGTGTCTGAGCTATCAGACCGGGCT
GGAAAGGGCTGGACCCCTACACAGCCAAGCACCCCACGGTTTTATGATTCAGTGATAGCA
TCACCATGTCCTTCCTTGATTTAAGGGGACCTGGAAGACAAGGGGGATCAGGAAGTGAGT
CTTGCAGCTTGTCACTAGGAAGCCTTGTTTGGGGTCCCCATGCCCTTGAACCAGGTGAAC
AGGGCGGGGAGCTAAGGCGAGCTCTGGCCTCTTCCGTCCCCAGGGACGTGATGCAGAACC seattle
ACCTACTGCAGATGCTGTGTCTGGTGGCCATGGAGAAGCCCGCCT! TG
C

ACGTCCGTGATGAGAAGGTAGGGGGTGCACCCCAGTCCCCAGGAGCATGCCCTGTCGCAG
GCCCATCTGTGACGAGGCACTGAGCTGGGGTGTGCATGCAGAGCAGGTGTCCTCAACCCC
GGAGAAGTCACCACCTCTGAGCACAGCGTGGCCTCCCGGAGGTGACCTGGACTGGCAGTC
ATGAAGCCCAAGTTGTCATGTCCCAGGCCTGACAGTCACTATGTGACCAGGGAAGGCCAT
TGCCTCTCTGGGCCTCAGCTTGTTCATCAGAATAGACTCGAGATGGACCAGGGTGGTCCT
GGAGGGTCCTCAGGGAGGGGCCCTGAGCTGGGCCTCTGGCAGGGTGAGCAGAGCCAAGCA
GGGGCCTCCTCCTGCCCTGAGGGCTGCACATCTGTGGCCACAGTCATCCCTGCACCCCAA
CTCAACACCCAAGGAGCCCATTCTCTCCCTTGGCTTTCTCTCAGGTCAAGGTGTTGAAAT
GCATCTCAGAGGTGCAGGCCAACAATGTGGTCCTGGGCCAGTACGTGGGGAACCCCGATG
GAGAGGGCGAGGCCACCAAAGGGTACCTGGACGACCCCACGGTGCCCCGCGGGTCCACCA
CCGCCACTTTTGCAGCCGTCGTCCTCTATGTGGAGAATGAGAGGTGGGATGGTAGGTGAT
GCCTTCGAGGCCCAGCAAGGCAGAACTGGGCATGCCCTGTGTGCGGGCACTGGAGCTCCC
ACTGAGACACTCACGCACTGGTCCACACCCTGAGAGAGCTGGTGCTGAGGCTGCCCTTTC
CGCCACGTAGGGGTGCCCTTCATCCTGCGCTGCGGCAAGGCCCTGAACGAGCGCAAGGCC
GAGGTGAGGCTGCAGTTCCATGATGTGGCCGGCGACATCTTCCACCAGCAGTGCAAGCGC
AACGAGCTGGTGATCCGCGTGCAGCCCAACGAGGCCGTGTACACCAAGATGATGACCAAG
AAGCCGGGCATGTTCTTCAACCCCGAGGAGTCGGAGCTGGACCTGACCTACGGCAACAGA
TACAAGGTGCCCTACAGAGAAGGAGCAGTGTGGAGGGTGGGCGGCCTGGGCCCGGGGGAC
TCCACATGGTGGCAGGCAGTGGCATCAGCAAGACACTCTCTCCCTCACAGAACGTGAAGC
TCCCTGACGCCTACGAGCGCCTCATCCTGGACGTCTTCTGCGGG TCG san ant

GCCCAGCTGCCGGCCCCTGCATACCTGTGGGCTATGGGGTGGCCTTTG  union

CCCTCCCTCCCTGTGTGCCACCGGCCTCCCAAGCCATACTATGTCCCCTCAGCGACGAGC
TCCGTGAGGCCTGGCGTATTTTCACCCCACTGCTGCACCAGATTGAGCTGGAGAAGCCCA
AGCCCATCCCCTATATTTATGGCAGGTGAGGAAAGGGTGGGGGCTGGGGACAGAGCCCAG
CGGGCAGGGGCGGGGTGAGGGTGGAGCTACCTCATGCCTCTCCTCCACCCGTCACTCTCC
AGCCGAGGCCCCACGGAGGCAGACGAGCTGATGAAGAGAGTGGGTTTCCAGTATGAGGGC
ACCTACAAGTGGGTGAACCCCCACAAGCTCTGAGCCCTGGGCACCCACCTCCACCCCCGC
CACGGCCACCCTCCTTCCCGCCGCCCGACCCCGAGTCGGGAGGACTCCGGGACCATTGAC
CTCAGCTGCACATTCCTGGCCCCGGGCTCTGGCCACCCTGGCCCGCCCCTCGCTGCTGCT
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4. Kartusun tizerindeki HSB c¢ekildi ve yerine 100 ul’lik reporter karigimi
eklendi.

5. Reader’da ¢alisilacak protokol acild1 ve okutma yapildi.

Reader’da “Temperature stripping protokol” uygulandi ve ortamdaki
baglanmayan reporterlar uzaklastirildi (Tablo 9). Her bir SNP i¢in uygun ayirt edici
sicaklik wild type ve heterozigotlar gozetilerek Nanogen reader tizerinde yapildi.
Sicaklik dereceleri ve siireler, ¢alisma protokolunii saglayan firma tarafindan en iyi
sonuclar1 verecek sekilde optimize edildi.

Yikamalar bittikten sonra son olarak cihaz, lazer teknololojisiyle tek tek her bir
alan1 kontrol ederek Cy3 ve CyS5 in yaydig1 floresan 1simalari tesbit etti. Bu 1s1malara
gore degerlendirme yapildi. Ornekler heterozigot kontrollerle karsilastirmali olarak
analiz edildi. Ham bilgi Nanogen software ile normalize edildi. Her bir SNP testinde
heterozigot kontrol ornekler kullanildi. Heterozigot Ornek, elde ettigimiz datalari

normalize etmek i¢in kullanildi.
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Tablo 9 : Readerda uygulanan Temperature stripping protokolil
(hsw: yiiksek tuz yikama, lsw: diisiik tuz yikama, scan: tarama)

Med Seattle  San Ant Union
56°C 56°C 56°C 56°C
60 sn 60 sn 60 sn 60 sn
53°C 45°C 41°C 46°C
30 sn 60 sn 30sn 30 sn
50°C hsw 38°C 43°C
30 sn hsw 30 sn 30 sn
48°C hsw 36°C 41°C
30 sn hsw 30 sn 30 sn
47°C hsw 35°C 40°C
60 sn 24°C 60 sn 60 sn
hsw scan hsw hsw
hsw hsw hsw
hsw hsw hsw
hsw hsw hsw
hsw hsw hsw
24°C scan 24°C
scan Isw scan

Isw

hsw

24°C

scan
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Diger mutasyon bolgesini (Seattle) okumak icin, Mediterranean amplikonlarina
bagli Cy3, CyS5 ve raporterlerin uzaklastirilmasi gerekti. Bunun i¢in;

1- Kartus 3 kez 150 ul dH,O ile yikandi.

2- Kartus 3 kez 150 pl NaOH ile yikand1 ve son yikamada NaOH kartusun

iizerinde 3 dakika bekletildi. (Kesinlikle daha uzun degil, hasar goriir).

3- NaOH kartusun iizerinden pipetajla uzaklastirildi.

4- Kartus 3 kez 150 ul dH,O ile tekrar yikandi.

NaOH ile yikamadan once ve sonra kartusun g¢ok iyi bir sekilde dH,O ile
yikanmasina dikkat edildi.

Sonraki agamada diger mutasyonu okutmak i¢in ilk okutmada yapilan islemler
tekrarlandi. HSB ile yaklasik 150 pl kullanarak 3 kez yikandi ve kartusun iizerinde HSB
konularak en fazla 10 dk bekletildi. HSB ¢ekildi, hazirlanmis Seattle repoter karisimi
eklendi. Reader’da ¢alisalacak protokol agild1 ve okutma yapildi.

Diger mutasyonlar i¢inde ayni islemeler tekrar edildi. Yiikleme sonrasi
okutmaya gecilmeyecekse kartus dH,O ile yikandi ve iizerinde dH,O birakilarak
+4°C’ye kaldirildi. Reader’daki ¢alisma bittikten sonra solusyonlarin yerine tekrar su

siseleri yerlestirildi ve kapatildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda 21°1 kiz (%35) 39’u erkek (%65) 60 olgu incelemeye alindi.
Olgularin yaglar1 yeni dogan ile 7 yas arasinda degismekte idi. Mutasyon tespit ettigimiz
2 hastanin anne ve babasi da ¢alismaya dahil edildi. Calismamiza dahil edilen olgularin
dogum yerleri, yas, cinsiyet, G6PD enzim aktivitesi, hemogram ve total bilirlibin
sonuglar1 Tablo 10°da sunulmustur. Tablodaki verilere gore hastalarin yas ortalamalari
2.79 (dagilimi: 0 - 24 yas), G6PD enzim aktivitesi ortalamalar1 2.7 U/grHb (dagilima:
0.1 - 4.8), hemoglobin degerleri ortalamalar1 13.25 gr/dl (dagilimi: 6.7 - 20.8), eritrosit
saytlarimin ortalamalar1 5.66 s/mm’ (dagilimi: 3 - 15.7) ve total biliriibin degerleri

ortalamalar1 8.48 mg/dl (dagilimi: 0.3 - 31.8) dir.
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Tablo 10 : Calismamiza dahil edilen olgularin dogum yerleri, yas, cinsiyet, G6PD enzim aktivitesi

hemogram ve total biliriibin sonuglart. ) ; heterozigot mutant hasta,  ; hemizigot mutant hasta.
Olgu AD DOGUM YAS CINSIi  GePD HB RBC T. BiL
No  SOYAD YERI YET _ (U/grHb) _ (gr/d) _ (s’mm’) _ (mg/d)

1 GY. TOKAT YD E 2.7 13.3 7.5 14.3
2 AEA.  ERZINCAN 4 E 3 11.4 3.33 14.75
3 AA. ERZINCAN  12ay E 33 9.6 12.6 30.78
4 AP ERZURUM  18ay E 3 10.8 3.58 21.84
5 B.T. ERZURUM YD E 2.5 14.7 5.19 12.77
6 B.C. AGRI 5 E 2 14.4 471 1.13
7" Y.B. IGDIR 6 ay K | 10.3 3.88 31.8
8 S.B. IGDIR 21 K 4.8 12.1 5.16 0.84
9" M.B. IGDIR 24 E 15 15.6 453 1.44
10 CC. MUS 24 ay E 3.5 11.5 4.47 15.49
11 B.T. ERZURUM YD E 12 16.8 4.98 14.05
12 B.A. ERZURUM YD E 1.3 20 5.25 16

13 BK. ARDAHAN YD K 1.5 18.6 5.25 21.8
14 T.AK. BINGOL 2 ay E 1.8 13.1 3.64 1.63
15 AA. ERZURUM 6 E 2 11 4.47 0.34
16 B.G. ERZURUM YD E 2.9 16.3 5.09 18.5
17 Y.CY. ERZURUM  6ay E 1.8 9.9 3 18.06
18 M.ZU. ERZURUM YD E 3.1 10.9 5.47 0.28
19 K.A. KARS 3 E 2.9 13.2 5.20 0.33
20" ZB. IGDIR 24 ay K 2.1 11.7 4.96 0.53
21 ZX. ERZURUM  12ay K 2.8 9.7 3.35 16.13
22 AC. ERZURUM  8ay K 1.4 14.6 4.7 9.06
23 N.O. ERZURUM 4 K 0.1 13.1 4.2 2.6

24 S.T. ARTVIN 12 ay K 3.6 13 10.6 13.1

25 A.O. ERZURUM 2.5 K 2.6 11.6 3.93 7.5

26 RS.G  ERZURUM 12ay K 3.6 11.4 4.83 0.69
27 T.A. ERZURUM  8ay E 1.9 13.6 4.5 3.4

28 K.C. ERZURUM 6 K 2.8 9.7 3.45 0.3

29 AK. ERZURUM 5 E 3.8 143 5.13 1.3

30 SK. ERZURUM  12ay E 3.5 12 8.5 9.4

31 AS.A.  ERZURUM  4ay E 2.7 15.5 5.3 15.7
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Tablo 10°’un devam :

Olgu AD DOGUM YAS CINSIi  Ge6PD HB RBC T. BiL
No  SOYAD YERI YET _ (U/grHb)  (gr/d) _ (s'mm’) _ (mg/dI)

32 E.O. ERZURUM 4 E 3.9 19.6 15.7 1.62
33 Y.O.A. KAYSERI 7 E 23 14.6 6.1 0.3

34 M.B.K. ERZURUM  6ay E 2.4 20.5 5.87 13.4
35 Y.CP. ERZURUM  18ay E 3.8 6.7 8.7 7.8

36 M.UK. ERZURUM  18ay E 2.1 14.7 6.2 3.32
37 MM.Y. ERZINCAN 7 E 32 12.4 4.38 0.36
38 ZBY. ERZINCAN 6 K 4 11.8 4.16 0.38
39 HK.Y. ERZINCAN 3 K 3.8 11.2 4.77 0.69
40 iD. ERZURUM 5 E 3.8 14 8.95 0.65
41 E.C. ERZURUM 6 E 2.4 13.9 49 1.41
42 L.0. ERZURUM YD K 3.7 18 10.3 22.4
43 Ly. ERZURUM 7 K 2.7 13.5 5.15 1.15
44 S.Y. ERZURUM 3 E 3.5 13.9 5.48 0.21
45 C.S. ERZURUM 7 E 2.8 14.4 8.2 0.87
46 BK. ERZURUM 2 E 3.7 9.4 3.91 0.23
47 CY. GIRESUN 5 K 0.1 13.4 4.65 0.43
48 EHA. ERZURUM I8ay E 2.9 20 10.2 6.11
49 S.A. ERZURUM  12ay K 2.1 14.8 4.55 0.63
50 AK.O. ERZURUM 18ay E 2.8 12.74 5.17 9.5

51 S.0. ERZURUM 4 E 32 13.7 4.7 1.55
52 Y .B. ERZURUM  18ay E 3.8 8.6 521 8.3

53 E.T. ERZURUM 5 K 2.1 12.7 4.5 0.35
54 M.S.K. ERZURUM  8ay E 2.7 10.9 4.8 18.8
55 EC. ERZURUM  12ay K 2.7 15.1 4.09 19.75
56 M.EY. ERZURUM  14ay E 2 19.1 5.45 19.14
57 HEA. ERZURUM 12ay E 3.7 19.6 5.96 24.05
58 S.T. ERZURUM  12ay K 35 18.6 5.61 5.47
59" BA.  ERZURUM YD E - 20.3 5.45 10.64
60 B.K. ERZURUM YD K - 20.8 6.24 13.05
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Calismamiza dahil edilen olgularin cinsiyete goére yas, G6PD enzim
aktivitesi, Hb, eritrosit sayis1 ve total biliriibin degerlerinin ortalamalar1 Tablo

11°de verilmistir.

Tablo 11 : Olgularin cinsiyete gore yas, G6PD enzim aktivitesi, Hb, eritrosit sayis1 ve total biliriibin
degerlerinin ortalamalari.

Kadin Erkek Genel

Olgu sayisi 21 39 60
YAS (yil) 3.0 2.67 2.79
G6PD enzim 2.55 2.77 2.7
aktivitesi (U/grHb)
Hemoglobin 13.1 13.3 13.25
(gr/dl)
Eritrosit Sayisi 5.15 5.94 5.66
(x10° s/mm°)
Total Biliriibin 8.06 8.71 8.48

(mg/dl)

Calismamiza dahil edilen 60 olgunun cinsiyetlerine gore c¢alistigimiz 4 G6PD
mutasyonunun dagilimi Tablo 12°de sunulmustur. 60 hastadan 2 heterozigot mutant,
(%3.33) ve 2 hemizigot mutant (%3.33) Mediterranean alleli tespit edildi. Calistigimiz

diger 3 allelde mutasyon bulunmamaktadir.
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Tablo 12 : Calismamiza dahil edilen 60 olgunun cinsiyete gore G6PD mutasyonlarmin dagilimi.

G6PD mutasyonlari Kadin Erkek Genel
Mediterranean 2 2 4
(563 C—T) (%3.33) (%3.33) (%6.66)
Seattle 0 0 0
(844 G—C) (%0) (%0) (%0)
San Antioco 0 0 0
(1342 A—G) (%0) (%0) (%0)
Union 0 0 0
(1360 C—T) (%0) (%0) (%0)
Genel 2 2 4
(%3.33) (%3.33) (%6.66)

Mediterranean (563 C—T) mutasyon analiz sonuclari

Calisma sonucunda 60 hastadan 2 heterozigot mutant, (olgu 7 ve 20) ve 2
hemizigot mutant (olgu 9 ve 59) allel tespit edildi. Diger 56 hastada normal genotip
goriildii. Bu sonuglarla Akdeniz mutasyonu bolgemizde %93.3 normal-wild, 9%3.33
heterozigot mutant, ve %3.33 hemizigot mutant type oraninda goriildiigii tespit edildi.
Calistigimiz ilk 15 olgunun analiz sonuglari Sekil 16°de grafik olarak, Tablo 13’de
sayisal deger olarak gosterilmistir.

Sekil 16’da goriildiigii gibi olgu 7°de hem mutant hem de wild floresan pik
birlikte goriildiigiinden heterozigot mutant allel olarak degerlendirilmistir. Olgu 9
erkektir ve tek X kromozomu oldugundan yalnizca mutant pik goriilmektedir ve

hemizigot mutant olarak degerlendirilmistir. Mediterranean heterozigot kontroliimiizde
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her iki piki birlikte vermis ve ¢alismamizi teyit etmistir. Diger biitiin olgularda sadece

wild allel pik goriilmektedir.

Sekil 16 : Calistigimiz ilk 15 hastanin Mediterranean mutasyon analiz sonuglari

E000 |
5400 |
#3800 |
#200 |

FE00
n B Probe 1

F000_| A Probe 2
2400 |

1800 |
1200 |

T OSSO WwW@DToS T

600 |

gEpd 002 03 04 05 05 0F 08 09 X0 XX 12 13 14 15 medseatlantiocurion

Sample

* - Indicates data for this sample did not reet signal criteria

Sayisal degerlendirmeye bakildiginda Tablo 13’de goriildiigii gibi olgu 7°de
kirmizi (mutant) floresan sayisal degerinin 1821 ve yesil (wild) floresan sayisal
degerinin 1572 oldugu goriilmektedir. Kirmiz1 / yesil oram1 1.16 / 1 oldugu igin
heterozigot mutant olarak degerlendirilmistir. Olgu 9’da kirmizi degerinin 5714, yesil
degerinin 63 oldugu ve kirmiz1 / yesil oranimin 90.71 / 1 oldugu goriildiiglinden
hemizigot mutant oldugu tespit edilmistir. Mediterranean heterozigot kontroliimiizde de
oranin 1/1 oldugu goriilmektedir. Diger olgularin hepsinde yesil floresanin kirmizi

floresana baskin oldugu goriilmiis ve homozigot wild type olarak degerlendirilmislerdir.
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Tablo 13 : Calistigimiz ilk 15 hastanin Mediterranean mutasyon sayisal deger sonuglari

Results for g6pdh (MED_SCAN_LOW)

Sample | Red |Green|/Pads Ratio (R::G) Probe Designation
ghpd_01 0] 3758 1 Inf w1 il
02 o) 10le| 1 Inf wild fweild
03 ol 4841 1 Inf wild fweild
04 o) 3190 1 Inf wild fweild
05 o) 1409 1 Inf il Sl
06 0| 2495 1 Inf il fild
07 1521.53| 1572 1 1.16 :: 1 mutfeild
0g 27.66) 3973 1 |1 :: 1l43.64 il fvi |
09 5714. 84 63 1 | 90,71 :: 1 Ltk
10 3.95 3854| 1 |1 :: 975.38 wild fweild
11 1.32| 5751 1 |1 :: 4386.45 wild fweild
12 0| 5488| 1 Inf wild fweild
13 2.63| 5576| 1 |1 :: 2116.79 wild fweild
14 ol 2258 1 Inf wild fweild
15 ol 3627 1 Inf wild fweild
med 2243 2243 1 1::1 Uil
seafl Mia|  Mia| 0 M/ (AT
antioc Mial  Mial 0 M/ & M/ &
Lnion Mial  Mia| D /A (HTE)

Seattle (844 G—C), San Antioco (1342 A—G ) ve Union (1360 C—T)
mutasyon analiz sonuclari

Hastalarimizin tamaminda bu mutasyon tiplerinde normal genotip goriilmiistiir.
Bunlara ait mutant allellere bolgemizde rastlanmamustir. Ornek olarak ilk 15 olgunun
Seattle mutasyon analizine ait sonuglar Sekil 17 ve sayisal analiz sonuglar da Tablo
14’de gosterilmistir. Tablolarda goriildiigii gibi biitiin olgularimizda homozigot wild
pikler goriilmektedir. Diger 2 (San Antioco ve Union) mutasyon tipinde de benzer

sonuglar elde edilmis ve heterozigot veya mutant allellere rastlanilmamaistir.
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Sekil 17 : Calistigimiz ilk 15 hastanin Seattle mutasyon analiz sonuglari

L= B - B B I - i B — B —Tin 3 |

F200
FE00 |
2400 |
2000 _|
1600 |
2200 |
800

F00

il

gEpd 0X 02 03 04 Q5 08 QF Q8 03 10 I 12 I1¥ 14 15 medseatfantiocunion

Sample

* - Indicates data for thiz zample did not meet signal criteria

B Probe 1
B Probe 2
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Tablo 14 : Calistigimiz ilk 15 hastanin Seattle mutasyon sayisal deger sonuglari

Sample Red Green Pads|Ratio (R::G) Probe Designation
gopd_0O1 0] 215z 1 Inf el el ol
oz o) 1335 1 Inf il fweildl
03 o) 2108 1 Inf il fweildl
04 0] 1558 1 Inf il fweildl
05 o) 1274 1 Inf il fweildl
[ o) 1497 1 Inf il fweildl
a7 1) 1740 1 1 :: 1740 il fweildl
0g o) 1615 1 Inf il fweildl
a9 1) 1604 1 1 :: 1604 wrll i fweildd
10 0l 225z 1 Inf il fweildl
11 0] 3094 1 Inf il fweildl
12 0| z419| 1 Inf weild fwildl
13 0| 2442 1 Inf weild Pl ol
14 0| 1231 1 Inf weild fuvildl
15 0| lesa 1 Inf weild fuvildl
red 0| 3149| 1 Inf weild fuvildl
seatl 83| 232 1 1.65 :: 1 MY A
antioc My & Mial 0 i & MY &
Lnian MY & Mial 0 Mi & MY &
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5. TARTISMA

Eritrositler olgunlasarak dolasima gectikten sonra organelleri olmadigi igin
enzim ve protein sentezleyemezler. Bu nedenle ortaya cikabilecek oksidatif hasarlara
kars1 oldukga hassastirlar. Olgun eritrositlerin biyosentez yeteneginin olmamasi
nedeniyle glutatyon diizeylerini dengede tutabilmek icin gerekli NADPH’lar pentoz
fosfat yolundan elde edilir. Indirgenmis glutatyon ekzojen ve endojen kaynakl1 hidrojen
peroksit ve diger oksidatif ajan tiirlerine kars1 eritrositleri korumaktadir. G6PD enzimi

PFY'nun ilk basamaginda yer alan diizenleyici enzimdir’*’.

Eritrositlerde, glukozun %10'u PFY na girmektedir. Enzim, glukoz-6-fosfatin, 6
fosfoglukanolaktona doniisiimiinii kataliz ederken NADP'nin NADPH’a doniisiimiinii
saglamaktadir. Olusan NADPH’lar bir ¢ok biyokimyasal olayin diizenlenmesinde
kullanilmaktadir ve hiicreye enerji temin etmektedir. Buna ilaveten G6PD geni tiim
dokularda mevcut olup iistlendigi biyokimyasal rol nedeniyle yasam i¢in gerekli olan
anlamina gelen “housekeeping” enzim olarak da isimlendirilmektedir. G6PD enzimi X
kromozomu iizerinde bulunan G6PD geni tarafindan kodlandig: i¢in X'e bagh gecis
gostermektedir. Bunun sonucu olarak erkeklerde hemizigot, kadinlarda ise heterozigot

ya da homozigot olarak ifade edilmektedir'*"**.

G6PD enzim eksikliginde baslica klinik belirtiler yetiskinlerde hemolitik anemi

ve yeni doganda neonatal sariliktir. Hemoliz stres, ilag alimi, enfeksiyonlar ve bakla

yenmesi ile iliskilidir®**,
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Erzurum’u igerisine alan Dogu ve Glineydogu Anadolu bolgesini kapsayan bu
calismada GO6PD eksikligi ve bu eksikligin molekiiler boyutu arastirilmistir.
Biyokimyasal olarak G6PD enzim aktivitesi eksikligi olan kisilerin G6PD geni {izerinde
mutasyonun olup olmadigini anlamak amaciyla bu yorede mikroarray ¢ip yontemiyle
yapilan ilk tarama ve tan1 amagl ¢alismadir. Calismada Avrupa ve Asya kitalarinda en
fazla rastlanan 4 mutasyon taranmistir. Bunlardan Mediterranean mutasyonu Diinya’da
ve Tiirkiye de en sik griilen mutasyondur'”'®.

Enzim eksiklikleri i¢inde en yiiksek insidansi gosterdigi bilinen G6PD enzim
eksikliginin, yeryiiziinde 400 milyondan fazla insam etkiledigi rapor edilmistir. Basta
sitmanin yaygin goriildiigii tropik bolgeler olmak tizere Afrika ve Akdeniz bdlgesinde
yogunlastigr goriilmektedir. Diinya’da bugiline kadar 400'in lizerinde G6PD varyanti
rapor edilmisken Ulkemiz’de bunlarin 20'ye yakim tespit edilmis olup, biiyiik bir kism1
Cukurova ve Antalya bolgesinde saptanmustir'>™'®. Diinya’da en yaygin olarak gozlenen
G6PD-Akdeniz varyantinin Tiirkiye’de de Cukurova ve Antalya bolgesinde yaygin
oldugu molekiiler diizeydeki caligmalar ile gosterilmistir. G6PD enzim eksikligi
Tiirkiye genelinde %0.6, Eti Tiirklerinde %11.4, Kibris’ta %3.5 Cukurova Bolgesi’nde

72869 Calismamizda 800

ise %8.2 oraninda goriilme siklig1 oldugu rapor edilmistir
hemolitik anemili olguda enzim aktivitesi Ol¢ililmiis, enzim aktivitesi 4.0 U/gHb ve
altinda olan 60 olguda mutasyon analizine gecilmistir. Hemolitik anemili bireyler
arasinda %7.5 oraninda enzim eksikligi bulunmustur.

Italya’da yapilan G6PD mutasyon arastirmalarinda G6PD Mediterranean (563
C—T) mutasyonu tiim mutasyonlara oranla %84, San Antioco (1342 A—G ) %2.8,

Union (1360 C—T) ise %8.5 olarak tespit edilmistir. Bununla birlikte G6PD

Mediterranean (563 C—T) mutasyonu Kuzey ltalya'da %66.6, Giiney italya'da % 41.5,



76

Suudi Arabistan, Irak, Iran, Urdiin, Liibnan ve Israil kokenli ailelerde yapilan
caligmalarda biitiin varyasyonlara oranla %95.2 oraninda bulunmustur'>*>%8,

Bu c¢alismamizda mikroarray yontemiyle yaptigimiz mutasyon taramasi
sonucunda G6PD geninde 60 olgunun 4’iinde (%6.66) GO6PD Mediterranean
mutasyonu tespit ettik. Buldugumuz bu mutasyonlarin 2’si heterozigot (olgu 7 ve 20),
2’si de hemizigot (olgu 9 ve 59) Mediterranean mutasyonlaridir. Buldugumuz
mutasyonlarin tamami (%100) Mediterranean mutasyonudur. Elde edilen bu veriler Tuli
ve ark. Cukurova yoresinde yaptigi calismalarin sonuglariyla karsilastirildiginda; Tuli,
Mediterranean mutasyonunu tiim mutasyonlar igerisinde %53 oraninda bulmustur®.
Acikbas ve ark. Antalya’da 50 G6PD enzim yetmezlikli olgu iizerinde yapmis olduklari
calismada %70 oraninda Mediterranean mutasyonu tespit etmisler™. Keskin ve ark.
Denizli’de 1950 olgudan 24’tinde (%1.23) G6PD yetmezligi ve PCR-RFLP
yontemiyle yaptiklar1 c¢alismada Mediterranean mutasyonunun tiim mutasyonlara
oraninin %79  oldugunu bulmuslardir®®.  Bu verileri kendi sonuglarimizla
karsilastirdigimizda farklilik oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi arastiricilarin farkli
bolgelerde caligmasit ve farkli sayilarda olgular iizerinde sonuglar elde etmesidir.
Ulkemizde tiim Tiirkiye’yi i¢ine alan genis capli mutasyon analizleri bulunmamaktadir.
Daha cok bolgesel ve dar kapsamli ¢alismalar vardir. Ancak calismamizda elde edilen
sonuglar Tiirkiye’nin farkli bolgelerindeki verilerle paralellik gostermektedir.
Tiirkiye’de en sik goriilen Mediterranean mutasyonunun bizim ¢aligmamizda da en sik
goriilen mutasyon oldugu tespit edilmistir.

Ayrica Ozmen ve ark. tarafindan Dogu Anadolu Bolgesi’'nde 1183 olgu
lizerinde tarama yapilmistir. Rastgele segilen bu olgularda exon 5’de 2 adet ve exon 6

ve 7’de 1 adet olmak iizere toplam 3 (%0.25) olguda tipini tanimlayamadiklar
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mutasyonlar bulmuslardir’”. Rastgele drneklerle yapilan bu calisma da olgu secimi belli
bir kritere goére olmamistir. Veriler sadece On bilgi nitelii tagimaktadir ve Dogu
Anadolu Bolgesi’ni tam olarak yansitmamaktadir. Bizim ¢alismamizda calisilan 6rnek
sayis1 az olmasina karsin, 2 y1l icerisinde hemolitik anemi 6n tanis1 alan ve G6PD enzim
aktivitelerine bakilan yaklasik 800 olgu taranmistir. Bu olgularin G6PD enzim
aktiviteleri 4.0 U/grHb ve altinda olan 60 olgu ¢alismamiza dahil edilmistir. Olgularda 4
mutasyon tipi taranmig ve 60 olgunun 4’linde (%6.66) Mediterranean mutasyon
bulunmustur. Mediterranean disinda diger 3 mutasyona rastlanmamistir. Buldugumuz
bu sonu¢ Ozmen ve arkadaslarmin %0.25 olan sonuglarina gére yiiksek goriilse de olgu
se¢iminin  bizim c¢alismamizda daha spesifik olmasi sonuglardaki farkliligi
acgiklamaktadir.

Calismamizda 60 olgudan 2’sinde heterozigot ve 2’sinde de hemizigot olmak
lizere 4 Mediterranean mutasyonuna rastladik. Bu Akdeniz bolgesi oranlarina yakin bir
deger olan %6.66 ya tekabiil etmektedir. Mutasyonlarin biri, annesi ve babasi da
Erzurum’lu olan ve yeni dogan sarilig1 teshisiyle yatirilan Erzurum dogumlu bir erkek
bebekte (olgu 59), digerleri de Tiirkiye’nin dogusundan Igdir’dan bize bagvuran bir
ailede, iki kiz ¢ocugunda ve babada bulunmustur (olgu 7,9 ve 20). X gecisli olan
mutasyon babadan iki kizina da aktarilmistir. Babada ve biiyiik kiz cocugunda hemolitik
anemi ile ilgili herhangi bulguya rastlanmamasina ragmen, kii¢lik kiz ¢cocugu dogumda
sarilik teshisiyle hastaneye yatirilmis, yapilan tetkikler sonucunda; total biliriibin ¢ok
yiiksek, eritrosit sayisi diisiik ve hemoglobinde normal sayilabilecek seviyede olmasiyla
beraber G6PD enzim aktivite seviyesi de normalin oldukga altinda 1 gr/Hb olarak tespit

edilmistir (olgu 7).
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Elde edilen bulgular, bulunan mutasyonlarin Tiirkiye’de goriilen mutasyonlarla
Ozgiilliik gosterdigine ve G6PD Akdeniz'in iilkemizde en sik bulunan varyant olduguna
isaret etmektedir.

Hemizigot erkek veya homozigot disi G6PD yetmezlikli bireylerin tayini, su an
biyokimya laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilan spektrofotometrik G6PD aktivite
Olctimii ile kolaylikla yapilmaktadir. Fakat heterozigot G6PD yetmezlikli bireylerin
tanisinda bazi celiskiler vardir, bu vakalarin en az %61'i normal aktiviteye sahiptir’®*’.

Rastgele olan X lyonizasyonu nedeniyle heterozigot disi bireylerin, normal
aktivite gosteren ve aktivite gostermeyen iki farkli hiicre populasyonu bulunmaktadir.
Dolayisiyla heterozigot bir bireye yetmezlikli veya normal tanis1 konabilmektedir ve bu
olgular, mevcut kullanilan testlerle kolaylikla gézden kagabilmektedir. Heterozigot
G6PD yetmezlikli bayan olgularin tanisinin konulmasi igin, ilgili gende molekiiler
analizler yapilmal1 ve defektli bolge incelenmelidir. Ilerleyen teknoloji DNA testlerini
G6PD taramasinda kullanabilecek kadar ekonomik hale getirmistir. Bilinen
mutasyonlarin taranmasinda PCR-RFLP yontemi ile genin ilgili bolgesi ¢cogaltilarak ve
uygun enzim ile kesilerek jel elektroforezde incelenir. Bilinmeyen mutasyonlarin
saptanmasinda genin taranmasi i¢in PCR-SSCP kullanilmaktadir. Bu yontemle 13 ekson
amplifiye  edilerek elektroforezde yiiriitiliir ve farklilik gosteren  bandlarla
mutasyonun yeri belirlenebilir. Bu band daha sonra sekans analizi yapilarak mutasyon
tam olarak ortaya konmaktadir™.

Bugiine kadar Tiirkiye’de G6PD mutasyonlart PCR-RFLP ve PCR-SSCP
yontemleriyle calisilmig, fakat oldukga gilivenli ve hizli bir yontem olan mikroarray
sistemiyle SNP analizi yapilmamistir. Bizim bu yontemi kullanmadaki amacimiz G6PD

genindeki mutasyonlart molekiiler diizeyde genetik olarak incelemek ve bu gen
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mutasyonlarinin bélgemizdeki dagilimin1 dogru bir sekilde tespit etmektir. Akdeniz ve
Cukurova bolgelerinde daha fazla goériilen bu mutasyonlarin tanisi i¢in mikroarray chip
sistemiyle uygulanabilecek bir yontem gelistirmek, calismalari hizli ve gilivenilir bir
sekilde siirdiirmektir.

Calismamizda kullandigimiz ve son yillarda gelistirilen array teknolojisinin
otomasyona adapte edilmesiyle rutin analizlerde kullanma imkani dogmustur. Nanogen
array platformu cam bazli array'lerden (glass array) farkli olarak kullanicinin tasarimina
acik, elektronik array teknolojisine sahip olan ve rutin SNP analizlerinde yiiksek
giivenilirlik arz eden bir sistemdir. Nanogen SNP analizlerinin yani1 sira gen expresyonu
analizlerinde ve bilinmeyen mutasyonlarin saptanmasinda giivenilirlikle kullanilan bir
teknolojidir. Modifiye edilebilmeye elverisli olmasi nedeniyle yeni uygulamalarda da
kolaylikla kullanima agiktir.

Teksas Southwestern Universitesi Tip Merkezinde ve Mayo Klinikte yapilan
karsilastirmali arastirmalarda Nanogen'de %100 dogru sonuglar alinmistir. Bu
sonuglardan hareketle Nanogen platformunu One c¢ikaran 6zelligi otomasyonla
calismaya elverisli olmas1 yaninda hatali sonu¢ vermemesi ve glivenilir olmasidir’®™.

Bizim c¢alismamizdaki sonuclarla diger caligmalarin sonuglarindaki farkliliklar
hasta secim kriterlerine bagli olabilecegi gibi bolgemize spesifik mutasyonlarinda
olabilecegini diisiindliirmektedir. Bu sebeple calismamizin devaminda olgularimizin

G6PD genlerinde sekans analizi yapilmasi ve var olabilecek yeni mutasyonlarin tespiti

planlanmaktadir.
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